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1. Keiwgehall der StaÜuft (§ 16). Die Schale wurde '/. Minute 
geöffnet und am 5. Tage photographiert. '/i "*'■ '^■'' 

3. Keimgehall der Laboratoriujnalufl (§ 16). Die Schale wurde 
30 Minuten geöffnet und am 5. Tage photographiert. Vi nat. Gr. 

3. Tugdte-AuggtriiApraparat (§ 24), Vergr. 900-faoh. 

4. Bakterien im hängenden Tropfen (g 25). Vergr. 900-tach. 
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Vorwort 



Für du experimortelle Ari)eiteii in medizinisdi'bkkterio- 
logischen LslKvatorien Bteht eine reichhaltige Literatur zur 
Verfügung. Ähnlich veriiftlt «0 Bich in bezng auf die Uikro- 
biologie der Oarungsgewerbe (Brennerei, Brauerei, Wein- 
bereitnng usw.). Dagegen fehlte es bisher an einer spezitdlen 
Anleitung zur Ausführung landwirt0Ghaftlidi'bakteriol<^- 
scher UntersochangeQ (auf dem Gebiete der Futtermitteii', 
Molkerei-, Dünger- und Bodenbakteriologie). Diesmi oft 
empfundenen Uangel soll das vorliegende Buch abhelfen. 
Bei der Abfassung hounte ich mich auf die Erfahrungen 
stutzen, die ich bei der Einrichtung und bei der Leitung 
des bakteriologischen LaboratoriumB des landwirtschaft- 
lichen Listituts der Universität Leipzig zu sammeln Gelegen- 
heit fand. 

Die Anordnung des behandelten Stoffes geschah derart, 
daß sich je nach Wtmsch sowohl fUr ein kursorisches 
Durcharbeiten der gesamten landwirtschaftlichen Bakterio- 
logie wie ftlr ein gründlicheres Eingehen auf bestimmte 
Fn^HD (auch ohne gezielte Instruktion) unschwer die er- 
forderüche Auswahl treffm läßt. 

In erster Linie ist das „Praktikum" für Studierende 
der LMidwirtschaft bestimmt. Doch glaube ich, dafl 
es sich auch dann von NutMH erweisen wird, wenn 
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jy Vorwort 

nicht speziell bakteriologisch geschulte Berater der Land- 
wirtschaft (Landwirtschaftslehrer, Agrikultur Chemiker usw.) 
vor die Aufgabe gestellt werden, die in der Praxis von 
Tag zu Tag häufiger auftauchenden Fragen bakterio- 
logischer Art in zutreffender Weise zu beantworten. Ge- 
rade auf diesem Gebiete sind eigene Studien oft recht 
angezeigt. 

Die geschilderten Versudie lassen sich zu eüiem großen 
Teile mit verhältnismäßig einfachen Mitteln erledigen. 
Welche von ihnen zu Demonstrationsz wecken besonders 
geeignet sind, ist aus der Zusammenstellung auf S. 143 zu 
ersehen. Die betreffenden Experimente können m. E. sowohl 
im landwirtschaftlichen Unterricht wie bei Vorträgen in 
landwirtschaftlichen Vereinen mit großem Nutzen Verwen- 
dung finden. Erst durch derartige Demonstrationen wird 
die andernfalls immer unklar bleibende Vorstellung von 
den Bakterien und deren Leistungen zu wünschenswerter 
Klarheit gebracht. 

Fragen ganz spezieller Art, die hier nicht behandelt 
werden konnten, sind in meinem {im gleichen Verlage er- 
schienenen) „Handbnch der landwirtschaftlichen Bakterio- 
logie" zu eingehender Erörterung gelangt. Ebenda finden 
sich die vollständigen Literaturzitate. 

Einige Bemerkungen über die E]iurichtungen eines 
bakteriologischen Laboratoriums fügte ich mit Rücksicht 
auf einen von verschiedenen Seiten geäußerten Wunsch 
im Anhange (S. 148) bei. 

Den Abbildungen wurden meist (der Deutlichkeit halber) 
Zeichnungen zugrunde gelegt, die Herr A. Reichert nach 
meinen Angaben anfertigte. Die außerdem benötigten Photo- 
gramme verdanke ich Herrn O. Schröter, z. Z. n. Assistent 
am bakteriologischen Laboratorium. 
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Torwort V 

Hoffentlich erweist sich das Buch als geeignet, Ver- 
breitang und Vertiefung derjenigen Kenntnisse in er- 
wünschtem Maße zn fördern, ohne die ein zutreffendes 
Urteil über die zahlreichen und wichtigen Fragen aus 
dem Gebiete der landwirtschaftlichen Bakteriologie nicht 
möglich ist. 

Leipzig, März 1911 
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Einleitung 

Zweck und Aufgaben landwirtsehaftlioh-bakteriolo- 
^soher Untersuchungen. Allgemein gesprochen, handelt 
es sich darum, über Vorkommen tmd Tätigkeit der Mikro- 
organismen im Futter, in Milch oder Molkereipro- 
dukten, im Stalldünger oder im Boden die jeweik ge- 
wünschte Auskunft zu erlangen. Gilt es, irgend eine be- 
stimmte Umsetzung oder Zersetzung eingehend zu erforschen, 
so ist nacheinander festzustellen: 

/. 06 dureh Übertragung geringer Mengen von der in ZerteUung 
begriffenen Subttanz auf zereetzungefähige« Material ähnlicher 
Beschaffenheit die betreffende Erecheinung experimentell her- 
vorgerufen werden kann; 
3. ob und welche Mikroorganigmen vorhanden, betjo. an dem 

Prozeß beleäigl sind; 
■1. oft und eventwU auf welchem Wege et möglieh wird, die tn 
Frage kommende Um- oder Zereetzung, je nachdem es tttän- 
schemwert erscheint, zu fördern oder zu verhindern. 
In praxi ist es allerdings häufig ausreichend oder ge- 
radezu notwendig, sich ausschließlich auf den einen oder den 
andern Punkt zu beschranken. Beim Auftreten eines Milch- 
fehlers wird z. B. in .der Regel ma die Frage nach einer 
geeigneten Bekämpfungsmethode zu beantworten sein. Das 
Auffinden der richtigen Antwort ist indessen naturgemäß 
nur dann sichergestellt, wenn die vorher genannten Auf- 

Lütamii, Pnktikmn. 1 
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gaben bereits anderweit sachgemäfie Erledigung gefunden 
haben. 

Literatur. Wegen etwa gewünschter, spezieller Aus- 
künfte ist zunächst auf folgende Werke za verweisen: 

1. Mikroskopische Technik. 
£ArIu!A-Tre^erl,Eiii7klop&die der mikroskopiscbeD Technik, 
Hager-Mtx, Dbb Mikroskop und seine ÄDwenduog, 
StraibuTger, Das botanische Praktikum. 

2. Bakteriologische Technik im allgemeinen. 
Qiinfhir, Einfährung in das Studium der Bakteriologie, 
Heim, Lehrbuch der Bakteriologie, 

Hueppe, Die Methoden der Bakterienforschung, 
Küster, Anleitung zur Kultur der Mikroorganismeo, 
Meyer, Praktikum der botanischen Baktarieukunde. 

3. Bakteriologische Diagnostik. 

Lehmann u. Neumann, Atlas und Qrundrifi der Bakteriologie, 
Matiusehiia, Bakteriologische Diagnostik, 
Migula, System der Bakterien, Bd. II. 

4. Spezielle, agrikultnrbakteriologische Technik und 

Diagnostik. 
Lafar, Handbuch der technischen Mykologie, Bd. II n. III, 
Liffmig, Handbuch der landwirtschaftlichen Bakteriologie. 

5. Biologische und agrikulturchemische Untersuchungs- 

methoden. 
Äbderhaiden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden, 
Glikin, Biochemisches Taschenbuch, 
König, Untersuchung landwirtschaftlich und gewerblich 

wichtiger Stoffe, 
ü. Milchbakteriologie und Milchuntersuchung. 
Kirchner, Handbuch der Milchwirtschaft, 
Smnmerfüd, Handbuch der Milchkunde, 
IVicAerf, Methoden zur Untersuchung von Milch and Hol- 

kereiprodnktcn. 
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Einleitung g 

7. Literatur über Mikrobiologie der Gärungsgewerbe, 

Hefen und Schimmelpilze. 

nenneberg, Gärungsbakt^riologisohes Praktiknm, Betriebs- 

nDtersnchangen uod Pilzknode, 
Jörgensen, Die HikroorganiBmeQ der OSruDgeiDdaatrie, 
Lafar, Handbuch der tecknischen Mykologie, Bd. IV u. V, 
Lindner, Mikrosküpische Betriebskontrolle in den Gürnnga- 

Zopf, Die Pilze, 

8. Mikrophotographie. 

Fuhrmann, Leitfaden der Hikropkotographie, 
Neuhauß, ADleitiiag zor Mikrophotographie, 
NetAaufl, Lehrbuch der Mikrophotographie. 

9. Periodische Literatur, referierende Organe. 

Die Zersplitterung der eiuschlägigeo Literatur ist sehr 
grofi. In mehr als 300 Bulletins, Journalen, Reports nnd 
Zeitschriften finden sich dann und wann Artikel, die für 
den wiaBenschaftlich arbeitenden Agrikultor- Bakteriologen 
von Interesse sind. Die Ergebnisse der bis Mitte 1909 
publizierten Arbeiten sind in meinem „Handbuch der land- 
wirtschaftlichen Bakteriologie" zusammengefaßt 

Als wichtigstes Organ fär Agrikulturbakteriologie ist 
zu nennen: CenlralblaU für Bakteriologie, IL Abküung 
(Originalarbeiten und Referate aus dem Gebiete der all- 
gemeinen und der landwirtschaftlichen Bakteriologie). 

Sehr vollständige Zusammenstellungen der einscblägigen 
Arbeiten finden sich in folgenden referierenden Organen: 

CeniraUdaU fär Agriadtur- Chemie, hegründet von 
R. Biedermann (teils ausführliche, teils kurze Referate 
ans der agrikulturchemischen, landwirtschaftlichen und 
bakteriologischen Literatur), 

Experiment Station Secord (annähernd vollständige 
Übersicht der landwirtschaftlichen Weltliteratur in kurzen 
Referaten), 
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Einlntong 

JahreaberiAt iäier die ForltehriUe auf dem OebitU der 
Agrieulturchemie, begründet von B. Hoffmano (Byitemn- 
tisch geordnet« Referate über agriknlturctiemjacbe, bakte- 
riologische und 1 and Wirts chaftlicbe Publikation en), 

Jahre^TÜiit über die FM-ltehritte in der Lehre von 
den GOnmgxnyaniimen, begründet von Ä. Koch (systeinft- 
tisoh geordnete Referate ttbec allgemeine, landwirtschaft 
liebe Bakteriologie nnd Mikrobiologie der Oärnogsge werbe). 

Weiterbin kommen in Betracht: 

BioehemigiAes Zentralblatt (n. a. Heferate über Bio- 
chemie der Mikroorganiemen), 

Bulletin dt t'InalilKt Ptuieur (Referat« aot dem Oesamt- 
gebiete der Bakteriologie), 

CentralblaU für Bakteriologie, I. Abteilung (Original- 
arbeiten nnd Referate vorwiegend mediziniecb- bakteriolo- 
gischer Art), 

Ckemisches C'entralNatt (bringt u. a. kurze Referate ans 
der agTikuIturchemi Beben und bakteriotogiecben Literatur 
in der Regel sehr bald nach der Verötfeatliohung), 

Jountal of Ihe Chemictd Society (neben Originalarbeiten 
und Referaten rein obemischeu Inhalts, auch Referate agri- 
knltnr-chemiscber und mikrobiochemiecher Arbeiten). 
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A. Einfübnmg in die bakteriologische Technik. 
Luftr, Wasser- und Fttttermittel-UnterBachuEgen 



I. Apparate. Instrumente. Arbeltsregeln 
1. Apparate. Die wichtigsten Apparate des bakteriolo- 
gischen Laboratoriums sind 

A. Einrichtungen zur SterHüierung von Ger&ten, Qefäßen 
and Nährböden: 

1. HeiSluft-Sterilisator oder Trockenschrank, 

2. Dampfsterüisator nach R. Koch, sog. Dampftopf, 

3. Antohlav (zum Sterilisieren in gespanntem Dampf) ; 

B. Einrichtnngen zur ZwAtung der Mikrooiganismen 
bei bestimmten Temperaturen: Brutschränke oder 
Thermostaten. 

Der Trockenschrank (Abb. 1) ist ein doppelwandiger, 
zweckmäßig mit Asbest umkleideter Kasten aus Eisenblech 
mit Eupferboden, dessen Innenraum durch Oas- oder Spiritus- 
beizung auf 160—170" C, eventuell auch auf 200* C erhitzt 
werden kann. 

Er dient hsupteichlich zam Sterilisieren von GlaBgerätschafteo, 
worüber das Nähere später mitgeteilt wird. 

Der Dampftopf (Abb. 2) besteht aus einem mit Filz, 
Asbest oder dergl. umkleideten Zink- oder Weißblech- 
zylinder, an dessen unterem Ende, unterhalb eines Rostes, 
ein kupfemw Wasserkessel befestigt ist. Der stumpf-kegel- 
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6 Ä. Einführang in die Technik 

förmige, mit Handgriffen versehene Deckel lieget lose in 
einer Rinne aut. Zur Vergrößerung des verfügbaren Baumes 
dient nötigenfalls ein zweiter, gleichgroßer, zum Aufsetzen 
auf den unteren bestimmter Zylinder. Eine Vorrichtung zur 
Erhaltung eines konstanten Waasemiveaus im Kessel ist 
nicht absolut nötig, aber sehr nützlich, um ein Leer- und 
eventuell Durchbrennen des Kessels zu verhindern. 




Der Dampf topf wird am bäofigBteD für Zabereitang und 
Sterilisiernng von Nährböden in weiterhin noch zu besprechender 
Weiee »erwendet 

Der Autoklav (Abb. 3) besteht aus einem zylindrischen, 
im unteren Teile mit Wasser gefüllten Behälter, dessen 
mit Bleidichtung versehener Deckel durch einen zweck- 
entsprechend konstruierten Bügel fest aufgepreßt werden 
kann. Im Deckel ist das Manometer und das Sicheiiieits- 



byCOOglC 



I. Apparate u 



Arbeitaregeln 



Ventil angebracht. An dem letzteren befindet sich seitlich 
eine kleine durch Hahn- oder Schraub enventü verschließ- 
bare Öffnung. Außerdem pflegt im Deckel eine (unten 
geschlossene) Hülse zum Einstecken des Thermometers an- 
gebracht ZQ sein. 

Speziell« Angaben über die Benntznng des AatokUven folgen 
■o §§ nnd 11. Für gewisse Falle ist es, speziell zur BeBcbleunigung 
_ der Arbeit, sehr wünschenswert, wenn 

ein Autoklav zar Verfügung at«ht. 
Doeh kann man auch ohne diesen 
ziemlich teuren Apparat recht gut 
auskommen. 

Bei den Brutschränken 
oder Thermostaten (Abb. 4 
und 5) wird der Zweck, im Innen- 
raume eine bestimmte Temperatur 
möglichst konstant zu erhalten, 
auf sehr verschiedenen Wegen 
erreicht. In der Regel werden 
größere Wasser- oder Glyzerin- 
mengen, die in besonders kon- 
struirten Behältern den zur Auf- 
nahme der Kulturen bestimmten 
Raum umgeben, durch Brenner 
erwärmt, deren Heizkraft durch 
Thermoregulatoren automatisch 
verstärkt oder vermindert werden kann. Ein Ausströmen 
des Gases nach etwaigem Verlöschen der Flamme wird 
durch die sog. „Sicherheitsbrenner" dadurch verhinllert, 
daß sich diese beim Erkalten dnrcfa einen herabfallenden 
Hebel selbsttätig schließen. 

Die genannten Apparate können eventuell (abgesehen vom 
Autoklaven) durch geschiokte Handwerker für verbSltnismäBig 
wenig Geld improvisiert werden. Im Notfalle genagt auch ein 




byCOOglC 



g Ä. Einführang in die Technik 

Topf mit warmem bezw. kochendem Wasser. Stehen reichliche 
Mittel zur Verfügung, so kann man zam Ankauf komplizierterer 
Apparate schreiten, wie sie in den illustrierten Katalogen der be- 
treffenden Firmen (s. Anhang Y) angegeben sind. Doch läSt sich 
im allgemeinen gerade auf bakteriologischem Gebiet bei rationeller 
Terauchsanatellung mit verbKltnismäBig einfachen Mittel relativ viel 
erreichen. 

Neben den sonstigen einfachen Vorrichtungen zum Her- 
stellen der Nährböden (emaillierte Töpfe, Gefäße zum Ab- 



Abb. 5. 

Bmtecbrank lon Sartorins 
(ca. '/lo "ftt. OröBe). 

messen von Flüssigkeiten, Dreifüße, Brenner, Drahtkörbe 
u3w<^ bedürfen noch zwei besonders konstruierte Filtrier- 
apparate kurzer Krwähnung: Der Heißwassertrichter und 
die (allerdings nur selten gebrauchte) Filtriervorrichtung 
zur Grewinnnng keimfreier Flüssigkeiten. 

Der Heißwassertrichter (Abb. 6) besteht aus einem 
Olastrichter, der von einem mit seitlichem Ansatz versehenen 
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Arbeitaregelu 



.Kupfermantel umgeben ist. Der Zwischenraum wird vor 
dem Gebrauche mit Wasser gefüllt, das durch einen unter 
den seitlichen Ansatz gestellten Brenner erhitzt und danemd 
warm gehalten wird. 

Der wichtigste Teil der Filtriervorrichtung zur 
Gewinnung keimfreier Flüssigkeiten ist ein einseitig 
geschlossener Zylinder aus Porzellan oder Kieselgur, die 
sog. Filterkerze, durch deren sehr enge Poren die zu steri- 




lisierende Flüssigkeit (unter Benutzung einer Wasserstrahl- 
pumpe oder dergl.) hindurchgepreßt wird. Das Filtrat ge- 
langt dann in ein vorher keimfrei gemachtes Auffanggefäß, 
Im «inzelnen Bind diese Torrieb tnogen sehr verechiedenartig 
konstruiert. Einen verhSltnismäBig einfachen Apparat (nach MaaBea) 
zeigt Abb. 7. Wie gesagt, beschränkt sich die Anwendnng anf 
Augnahmefälle, in denen die betreffende NährlÖBong beim Sterilisieren 
im Dampfe auenrünscht« Verfinderuiigen erleiden würde, vergl. § 120. 
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2. Instrument«. Abgesehen von einigen, nur für* 
spezielle Zwecke benötigten Oer&tschaften , die am ent- 
sprechenden Orte angegeben werden, sind für die nach- 
stehend besprochenen Untersuchungen erforderlich: 

1 Mikroskop für Vergrößernogen von etwa 50- bis 1000-tach 
(2 Oknlare, davon eines mit Mikrometer, 3 Objektive, Objektiv- 
revolver, großer beweglicher Objektivtiscb mit Beleu ob tan gsap parat 
nach Abbe) kann nötigentaÜB von zwei Praktikanten gemeinsobaft- 
lich benutzt werden. 

1 Platinnadel nnd 1 Platinöse zum Überimpten der Bak- 
terien, 6—8 cm lange, 0,5 mm starke Platindr&bte in 6 mm dicke, 
20 cm lange Glaasttbe eingeschmolzen. Auch besondere, teurere 
Kadelhalter werden geliefert. Der dnrcb Umbiegen des Drahtes 
gebildeten Öse gibt man einen Durchmesser von ca. 2 mm. 

1 feine, weichfedernde Pinzette zum Deckgläserepülen usw. 
1 stärkere Pinzette zam Ausziehen der Watte aus Anae- 
robengläsem und dergl. 

1 Cornetpinzette, die sieb auf Druck öffnet, 2um Halt«n 
von Deckgläsern beim Färben. 

30 Petrischalen für OußkultDren. Doppelschalen von 10 cm 
Durchmesser und 14 mm HShe, mit ebenem Boden. 

2 Teller mit Glasglocken zum Aufbewahren der beschickten 
Petrischalen. 

2 größere Doppelschalen (12— 15 cm DurcbmesBer, 3— 4 cm 
Höhe). In die eine kommt ein Qemisch von gleichen Teilen Alkohol 
und Xylol -(- ca. S*/,, Salzsäure, znm Reinigen gehraochter Objekt- 
träger nnd Deckgläser. Die andere ist zur Anfnahme reiner Objekt- 
träger bestimmt. 

1 Spülschale (16 cm x 7 cm} znm Änffangen des Spülwassers 
beim Anfertigen gefärbter Präparate. 

1 Spritzflasohe. 

1 Fläschcben mit Zedernholzöl, mit weitem Hals, Glas- 
stab und Qlaskappe. 

1 ebensolahes Fläschcben mit CaDadabalsam. 
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4 gewöhnliche ca. 100 ccm-PUsehen mit Korkstopfen für 
l'arblöinngen, Xjlal und Eeaigsänre. 

5 Erleaineyer-Kolben mit 300 ccm Inhalt. 
25 Erleomeyer-Kolben mit 50 ccm Inhalt. 

2 Bundkolben, davon 1 mit 1000 ccm, 1 mit 2000 ccm Inhalt. 

1 Sati Bechergläser (Jenaer Glas mit ÄuBgufl) zu 1000, 800, 
600, 500, 400, 300 nnd 200 ccm Inhalt 

2 Trichter, I grofier nnd 1 kleinerer, 

200 Reagenzgläser, 160 x 16 mm, für Nfihrböden naw. 

12 dickere HeageuzgUaer (gleicher OrSSe) mit Gnmmi- 
Btopfen für AnagrobeDknltiiren. 

12 grofie Reagenzgläser für Qär-, Redaktionsproben, zam 
Anfbewabren von Pipetten nsw. 

3 groSe Reagenzgläser mit Qlastrog and Gnmmi- 
Btupfen für Änaerobenkulturen. 

2 Gestelle für je 24 Reagenzgläser. 

3 Eäeten oder Olaehäfen zum Aufbewahren von Reagenz- 
gläsern mit fertiggestellten Nährböden. 

2 GtasBtäbe. 

3 BShren nach Burri (160 x16 mm) mit je 1 Gnmni- 
Btopten znr Anaeroben- Isolierung. 

1 9-ccm-Pipette. 
10 l-ccm-Pipetten. 
1 Schere. 
1 HornlÖtfel. 

Glatte undhohlgescfalitfeneObjektträger, 76x26 mm, 
1,2 mm dick, mit gescbliffenen Kanten. 

DeckgläBcben, 18 x 18 mm, 0,15— 0,18 mm dick. 

Etiketten, ca. 2 x 3 cm. 

Filtrierpapier, 

Fettfreie nnd fetthaltige Watt«. 

WiBchtücher, 

Fettfarbetift, znm Schreiben auf Olas. 

Feder und Tinte. 

Schreibheft (ArbeitBiournal). 

Literatur: Ausführlichere Angaben über Apparate nnd Ge- 
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rUtachaften tinden sich in den betreffenden Kapiteln der auf S, 2 
angegebenen Werke über bakteriologiBcbe Technik. Yergl. femer: 
Pfeffer, Berichte d. deutschen hotan. GeselUcbaft IS, 1095, S. 49 
(Brutiimtner), EuDtie, Centratbl. t. Bakt., II. Abt., 17, S. 684 
(grofier, relativ billiger Thermostat für 20* C), sowie die illastrierten 
Kataloge der im Anhang T genannten Firmen (für Laboratoriams- 
bedart). 

3. Arbeitsregeln, Übung in den einfacheren botani- 
schen und chemischen (quantitativeii) Methoden ist für 
den bakteriologlGchen Praktikanten in jedem Falle von 
großem Vorteil, direkt unentbehrlich aber dann, wenn eine 
eingehendere Beschäftigung mit derartigen Fragen beabsich- 
tigt ist. 

Um Zeitverlust zu vermeiden, ist es stets ange- 
zeigt, nicht nur das gerade zu bearbeitende Kapitel durch- 
zulesen, sondern sich auch schon vorgreifend über die in 
den nächsten Kapiteln enthaltenen Angaben Üher Vorbe- 
reitang, Anordnung und Dauer der betreffenden Versuche 
zu informieren und die nötigen Vorarbeiten rechtzeitig zu 
erledigen. 

Besondere Beachtung erfordern die nachstehenden 
Laboratorinms-Regeln, deren Begründung an späteren 
Stellen gegeben werden wird, soweit eine solche notwendig 
erscheint. 

i, Vberaü im Laboratorium, vor aüem auf dm Mikroskopier- 
litckea hat die größte Ordnung und Sauberkeit tu kerrtchen. 

2. AbfäUe {Papier, Walte, StreidihöUer usw.) Hnd nicht auf 
(Jen FufSboden oder in die Beckat der Wasterleilung tu werfen, 
»ondem in die dafür aufgesteüten Abfaükäaten lu bringen. Leicht 
von SehimmelpiUen angreifbare oder rasch in Fäulnis übergehende 
AbfäUe nnd sofort au» dem Laboratorium zu entfernen. 

3. An StMmmdpUcgporen reiche EulturgliUer uaw. dürfen nidit 
im Laboratorium geöffnet werden. Desgleichen ist StaubaiUriekelung 
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und jedt »mutige Yenrnretnigung der Luft ntuii 



4. Alle für den aUgemeinen Gebrauch bettimmten Oegenglände 
(Chemikalim, Meßzylinder, Drahtkörbe um).) sind sofort nach jedes- 
maliger Benutxung, teetm nötig gründlich gereinigt, an ihren be- 
stimmten Platt lurückiubringen. Zur Säuberung des Heipwasser- 
triehters ist — damit der GlaatrUMer nicht terepringt — warmes 
Wasser zu verwenden. 

5. Die Mikrosh^e sind mit größter Sorgfalt zu behandeln. 
Sobald sie nicht mehr gebratickt werden, sind sie in die Schränke 
zuTvckiubringen. Bei Benutzung des Immereionssystems ist nach 
jedesmaliger Beendigung der mikroskopischen Arbeiten das Objektiv 
mit einem mit einer Spur Xylol befeucMetkn feinen TwAe vor- 
sichtig pon dem anhaftenden Zedernholz Ol zu befreien. Viel Xylol 
löst den Linsenkitt! 

6. Beim Gebrauch der Dampf Sterilisatoren ist stets darauf 
XU achten, daß sie genügend Wftsser enthalten, bezw. daß Wasser- 
Zu- und -Abftttß in Ordnung sind. Die Bleidichtung des Auto- 
klaven erfordert besonders schonende Behandlung. 

7. Die im Dvckensehrank tu sterilisierenden Gegenstände 
dürfen nidU feucht eingeteilt uierden. Erst nadt erfolgtem Er- 
kalten ist der Apparat wieder tu öffnen. 

8. Unnötiges Öffnen und Offenlassen der Brutsekränke ist zu 
vermeiden. 

9. Säurehalt^e Waschwässer und dergl. dürfen nur in die 
«pemii dafür bestimmten Ausgußbeckoi gätracht werden. 

tO. Jede Verschwendung von Gas und Wasser ist zu ver- 
meiden. Beim Verlassen des Laboratoriums sind sämtliche Gas- 
flammen auszudrehai, sofern sie niiAt, vfie am ThermoKtaten, dauernd 
brennen müssen. 
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4. Standard-XährbSden. Folgende sechs Nährsubstrate 
sind stets vorrätig zu halten und zu allen vergleichenden 
Untersuchungen zu verwenden: Fleischgi-.laHne , FleUehagar, 
Travbenmcker-Ägar, Bouillon, Müch, Kartoffeln. Allerdings 
machen sich bei agrikultur- bakteriologischen Untersuchun- 
gen nicht selten Spezial-Nährböden erforderlich. Für viele 
Fälle sind jedoch die Standard -Nährböden recht g:nt ge- 
eignet. Keine Bahterienart kann als ausreichend beschrieben 
gelten, die nicht in ihrem Verhalten zn den genannten 
sechs Substraten eingehend geprüft ist. 

Einzelheiten aber Zweck und Terwendung der verBchiedenea 
NKhrbSdeD ergeben sich ans den folgenden Kapiteln. Hier Bei zu- 
nficbBt nnr hervorgehoben, dsfi Gelatine (Knochenleim) stickstoff- 
haltig, Ag&r (ein kohlehyd ratreich ee Frodakt auB MeereBalgen) fast 
stickstofffrei ist; Fleiecbgelatine schmilzt und erstarrt bei ca. 25' C, 
FleiBchagar schmilzt bei nahezu 100', erstarrt aber erst bei 40° C. 
Diese ungleichen Eigenschaften entscheiden in vielen Fällen über 
die BTanchbarkeit des einen oder des andern Substrats. 

5. Yorbereitiin^ der Ulüser. Die zur Aufnahme der 
Nährböden bestimmten Reagenzgläser (150 Stück) sind in 
einen großen, mit Wasser gefüllten Topf derart einzidegen, 
daß möglichst wenig Luftblasen in ihnen verbleiben. Sind 
die Gläser neu, so ist soviel Salzsäure hinzuzufügen, daß 
die Reaktion deutlich (nicht stark!) sauer wird; bei schon 
gebrauchten Gläsern unterbleibt dieser Zusatz. Der Topf 
wird auf einen Dreifuß gestellt und das Wasser durch einen 
oder mehrere untergestellte Brenner bis zum beginnenden 
Sieden erhitzt. Dann dreht man die Flammen aus und 
läßt erkalten. Schließlich werden die Gläser unter der 
Wasserleitung gründlich gespült und an geeigneter Steile 
zum Abtrocknen hingelegt. 
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SäuTehaltige Wruchiväeser dürfen nur in die speziell dafür 
6e«fimmlen Ausgußbecken gebracht werden. 

Der für neue GlKser vorgeichriebene SänrezDBatz soll daB b«ifi« 
WaBser bei der LÖBiing des AlkaÜG, daB Doch nicht benotzte Gläser 
meist abgeben, naterstützeu. Würde dieses nicht gründlich entfernt, 
so erfuhren die eingefüllten Nähihüden beim SteriliBieren eine für 
ibre Brsnchbarkeit nachteilige Änderung der Reaktion. 

6. Bouillon. Während des Auskochens der Gläser 
werden 1000 ccm Bouillon nach einem der folgenden Re- 
zepte hergestellt: 

t) 500 g geschabtes, fettfreies, ungesalzenes Rindfleisch wird 
in einem Topfe mit 1 Liter Leitungswasser übergössen. Nach gründ- 
lichem Verrühren bleibt das Gemisch 12—24 Stunden bei niedriger 
Temperatur stehen. Dann bringt man auf einen 1000 ocm-HeS- 
lylinder einen grofien Trichter, überdeckt diesen mit einem Tuche 
und läfit den Fleischsaft hindurchfiltrieren. Zuletzt faßt man die 
Zipfel des Tuches zusammen und preßt das Fleiscli gründlich ans, 
bis nahezu 1000 ccm Saft gewonnen sind. Nach ementem Auf- 
füllen auf 1000 ccm gibt man die Flüssigkeit in ein grofiea Becher- 
glas. Dann wird 1 °j„ Pepton siccum "Witte sowie ■/, 7, Kochsalz 
hinzugefügt nnd das mit einer Glasschale bedeckte GefäÜ 1 Stnnde 
im Dampftopf erhitzt. 

Dai ausgepreßte FleisiA ist gogleiek aus dem Laboratorium zu 
enifemtn. 

b) 1000 ccm Leitungswasser -{- 10 g Liebigs Fleisch eitrakt -|- 
10 g Pepton siccum Witte -|- 5 g Kochsalz werden im bedeckten 
Becherglas 1 Stnnde im Dampftopf erhitzt. 

c) 22 g Ragit-BonilloD (von E. Merck in Darmstadt) werden 
mit lOOOocmLeituDgawasser in einein mit Wattebausch Terschlossenen 
Literkolbeo 1 Stunde im Dampftopf erhitzt. 

Rezept a gibt die teuerste Bouillon; für genaue, ver- 
gleichende Untersuchungen muß aber danach verfahren 
werden. Rezept b und c sind wesentlich billiger, c empfiehlt 
sich durch größte Einfachheit. 
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Bei der Benutzung dea Dampftopfe» ist stel» darauf zu adtttn, 
daß genügend Wa»»er darin vorhanden int, betw. daß Wauer-Zu- 
und -Äbfit^ EM Ordnung gind. 

Nacli dem Erhitzen wird die Bouillon mit Hilfe eines 
großen Papier -F&ltenfilters von den entstandenen Nieder- 
schlägen und Trübungen befreit. Sodann wird die Reaktion 
geprüft und nötigenfalls durch vorsichtigen, tropfenweisen 
Znsatz konzentrierter Sodalösung derart eingestellt, daß 
mit Wasser angefeuchtetes rotes Lackmus-Papier von der 
heißen Bouillon schwach aber deutlich blau gefÄrbt wird. 

Ist die Flüssigkeit zn stark alkalisch geworden, so rnnfi die 
Reaktion durch Phoaphorsänre-Znsatz richtig gestellt werden. 

Man kann auch zniülchst an 10 com Bouillon, die man in «iner 
Porzellan schale 3 Minuten kocht und nach Znsatz yod Phenol- 
phthalein (1 ccm Öproz. Lösung in 50-proz. Alkohol) heiß titriert, 
festst«llen, wieviel Kubikzentimeter '/,, Normal-Natronlauge erforder- 
lich sind, um schwache, aber deutliche ßottärhung hervorzarufen. 
Danach wird auf 1000 ccm soviel Normallauge zugegeben, dafi 5 
bis 10 ccm am Erreichen des Neatralpankt«s fehlen. 

Von der warmen Bouillon werden (Torsichtig!) 700 ccm 
abgemessen, die zur Bereitung von Fleischgelatine nnd 
Fleischagar bestimmt sind. Der Rest wird nochmals ^Ij—^U 
Stunde im Dampf topf im bedeckten Becherglas erhitzt. 
Etwa neu entstandene Trübungen werden wie vorher ent- 
fernt. 

Beim Abmeiten heißer Flüssigkeiten sind die Meßzylinder 
durek Eingießen kleiner Mengen langsam anzuwärmen; andernfalls 
terspringm sie oft. 

7. Fleisch gel atine. 350 ccm der filtrierten, warmen 
Bouillon (g 6) werden in einem Becherglas mit Wj,, feinster 
Speisegetatine (von Grübler & Co. in Leipzig) versetzt. 
Nachdem sich diese aufgelöst hat, wird die (wieder sauer 
gewordene) Reaktion von neuem richtiggestellt und die 

LShnli, Pnktiknm. 2 
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Mischung im bedeckten Gefäß ^j^ Stunde im Dampftopf ei^ 
bitzt. Danach wird die Reaktion abermals geprüft und 
nötigenfalls korrigiert. Wenn die Temperatur auf etwa 
50** C gesunken ist, wird das (auf einem Teller mit dem 
Glasstab gut verrührte) Weiße eines frischen Hühnereies 
gründlich mit der Gelatine vermischt und diese zum letzten 
Male ^li—^U Stunde in den Dampftopf gestellt. Schließlich 
wird sie unter Benutzung des zuvor angewärmten Heiß- 
wassertrichters (Abb. 6) durch ein festes (nötigenfalls doppel- 
tes) Papier-Faltenfilter in ein Becherglas filtriert. 

Der Heißwassertrichter ist sofort nach Qebravch und zu>ar — 
damit der Glastrichter nicht zerspringt — mit warmem Waster tu 



Kichtig zabereitete FletBchgelatine mnS völlig klar sein und 
bei Zimmertemperator fsBt erstarren. Wird genan nach der an- 
gegebenen Vorachrift verfahren, bo ergeben Bich keine Schwierig- 
keiten. Ohne EiweiB-Znaatz ist es meist sehr schwer, eine vQUig 
klare Gelatine zu erhalten. Naheia anmöglich wird dies, wenn die 
Reaktion zu stark alkalisch gemacht warde, wenn das Ei nicht 
mehr frisch war, oder wenn Teile vom Eidotter mit in die Gelatine 
gelangten. 

8. Fleischagar. 350 ccm Bonillon (§ 6) werden im 
Becherglas mit IVaVo A^r (in QStangen) vermischt. Das 
Agar ist vorher in kleine Stücke zu zerpflücken, damit es 
sich leichter löst. Man läßt 1 — 2 Stunden, eventuell auch 
über Nacht in einem kühlen Räume quellen. Dann wird 
im Autoklav bis auf 1'/^ Atmosphären Überdruck (oder 
1 Stunde im Dampftopf) erhitzt und im Heißwassertrichter 
durch einen ca. 3 cm im Durchmesser haltenden, ziemlich 
festen Wattebausch filtriert. 

Regeln für den Ottiraueh det Autoklaven. Man überzeuge 
sich zunächst, daß genügend Wasser im Apparat vorhanden 
ist. Nach Einstellen des zu erhitzenden Gegenstandes wird 
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der Deckel vorsichtig aufgesetzt, ohne die Bleidiehtung mt uer- 
letzen. Durch seitliches Drehen wird er in die (an Har- 
kienmgen kenntliche) richtige Lage gebracht. Nun wird 
der Bügel aufgeschraubt, die Äustrittsstelle für den Dampf 
voll geöffnet und das Gas angezUndet. Sobald ein kräftiger 
Dampfstrahl aus dem Apparat entweicht, achließt man das 
Ventil und läßt das Manometer bis auf 1^/^—2 Atmosphären 
Überdruck ansteigen. Dann dreht man die Flamme ab, 
läßt das Manometer bis auf zurückgehen und Öffnet das 
seitliche Ventil, damit allmählicher Druckausgleich mit der 
Außenluft eintreten kann. Einige Minuten später wird der 
BUgel abgeschraubt und der Deckel (vorsichtig.') abgehoben. 
Häufig vorkommende Fehler bei der Benutzung des 
Autoklaven sind: 

1. Zu frühes Schließen der Dampf-Austritts- 
stelle. Mit Dampf gemischte Luft wirkt weit weniger 
intensiv als gesättigter Dampf. 

2. Zu frühes Offnen der Dampf-Austrittsstelte 
nach beendeter Erhitzung. Plötzliche Druck Verminderung 
bedingt heftiges Aufwallen und Verspritzen der eingestellten 
Flüssigkeit. 

Durcti ein eingestecktes Thermometer kann der Apparat, and 
speiiell das Manometer, einer von Zeit zn Zeit nQtigen Eontrolle 
unterworfen werden. Beim kräftigen Ansströmen des Dampfes mufi 
das Thermometer 95 — 98 "C auzeigeo, beim Stand des Manometers 
anf 1 Ätm. ca. 120°, bei 2 Atm. 130° C. 

Beim Eiogiefien des Agars in den HeiBwassertrichter hält man 
zweckmüBig den Wattebansch durch einen Olasstab fest, an dem 
man das Agar herablaufen läßt. Über die Behandlung des HeiB- 
wassertrichters nach beendigtem Filtrieren vergl. § 7. 

Da Agar (im Gegensatz zu Gelatine) auf die Reaktion ohne 
EinflnQ bleibt, so macht sich, falls diese vorher richtig eingestellt 
war, weiterhin keine Änderung mehr nStig. Agar bleibt stets mehr 
oder minder trüb. 
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Fleiachagac kann aach direkt durch ÄoFkochtn von Ragita^ar 
voQ E. Merck in T>aranstadt(42g-j- lOOOccm Wasser) hergestellt werdeo. 

9. Traubenzucker -Agar. 125 ccm des filtrierten 
Fleisch-Agars (•} 8) werden mit '/a"/'o Traubenzucker versetzt, 
der vorher in einigen Kubikzentimetern warmen Wassers 
aufgelöst wurde. 




10. Abfüllen der NKhrböden in die ClSser. In den 

bei der Hersfellnng der Fleisch-Nälirböden nach g§ 6—9 
verfügbaren Zwischenpausen werden die gereinigten und 
hinreichend abgetrockneten Reagenzgläser mit gut passen- 
den Wattestopfen versehen. Diese sind (am besten ans 
gleichmäßigen, ungefähr 3 Finger breiten, 1 Finger langen 
Wattestreifen) derart anzufertigen, daß sie etwa 2 — 3 cm 
in das Glas hineinreichen und an der Mündung einen eben- 
falls 2 — 3 cm im Durchmesser haltenden, gut geschlossenen, 
die Ränder des Glases vollkommen bedeckenden Bausch 
bilden (vergl. Abb. 9—11). 
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Die Stopfen dürfen weder za locker, noch zd fest sitzen. Luft- 
keime sollen Bicher ferngehalten werden, die Luft aber ziemlich 
ungehindert hin durchpassieren. 

Die fertig filtrierten Nährböden werden in die Reagenz- 
gläser abgefüllt. Etwa schon erstarrte Gelatine oder fest- 
gewordenes Agar sind durch kurzes Einstellen in den Dampf- 
topf wieder zu schmelzen. In jedes Glas kommen ca. 8 com, 
die etwa '/j des Raumes unterhalb des Wattestopfens ein- 
nehmen. Wir erhalten ungefähr 40 Gläschen Fleischgelatine, 
25 Fleiscbagar, 15 Trauben zuck eragar und 35 Bouillon. Die 
gefüllten Ol&ser werden in Drahtkörbe eingestellt; auf bei- 
gelegten Zetteln ist genau anzugeben, was die Gläser ent- 
halten. 

Beim Eingießen von Gelatine und Agar ist ein Benetzen 
des oberen Teiles des Glases möglichst zu vermeiden, damit 
weiterhin der Wattestopfen nicht festklebt. Es gibt be- 
sondere Äbfüllvorrichtungen , die aber völlig entbehrlich 
sind. Man halte das Glas senkrecht und lasse die Flüssigkeit 
aus einem nicht mehr als zur Hälfte gefüllten, mittelgroßen 
Becherglase (mit Ausguß) ruhig einlaufen. Die nötige Übung 
wird sehr bald erworben. Stellt es sich später heraus, daß 
die Stopfen doch teilweise festgeklebt sind, so halte man 
sich an folgende Regel: 

Die Wattestopfen sind von den Glilsem durch seilliekes Drehen 
(nicht durch geradliniges Ziehen) abzunehmen. 

11. Sterilisieren der Fleisehnährböden. Die in den ge- 
füllten Gläschen enthaltenen Keime sind nun abzutöten. 
Zu diesem Zwecke wird die Bouillon und die Gelatine an 
drei aufeinander folgenden Tagen je 15 Minuten im strö- 
menden Dampfe erhitzt. 

Der Zweck dieser „diakontinnierlicben" Sterilisation ist der, den 
bei der ersten Erhitzung nicht getüteten Sporen Zeit und Gelegen- 
heit zDm Änskeinien zu geben. Die ueiigebildet«n vegetativen 
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Formen werden beim iweiteu oder beim dritten ErhitMn ver- 
nichtet. 

Die Drahtkörbe mit den OUiaem xind nicht eW in den Dampf- 
topf einiuHellen, als bis volle Dampfentinicklung eingetreten ist. 

Die Wattestopfen sind stets mit einem Stück Perga- 
mentpapier zu überdecken, damit nicht Kondenswasser vom 
Deckel auf sie herabtropfen und sie durchnässen kann. 

Änf naß gewordenen Wattestopfen keimen die aus der Lnft 
auffallenden Scbimmelpilisporen leicht aus. Das auskeimende Hycel 
durcbw&chet den Wattestopfen and schnürt an dessen Unterseite 
wieder Sporen ab. Diese gelangen anf den sterilisierten Nährboden 
nnd rufen hier ein öppiges Filzwachstam hervor. 

Ist die Zimmertemperatur hoch, so muÖ die Qelatine 
in der Zwischenzeit an einem kühlen Orte (Luftschrank, 
Eisschrank oder dergl.) aufbewahrt werden. 

Unnötig lange erhitite oder warm gehaltene Gäatine veriiert 
ihr EritarrungsvermÖgm. 

Fleischagar und Traubenzuck er-Ägar werden einmal im 
Äutofalaven bis auf zwei Atmosphären Überdruck erhitzt. Vgl. 
hierzu die in § 8 angegebenen Regeln für die Benutzung 
des Autoklaven. 

Einmaliges Erhitzen genfigt, weil bei 130° C auch die Sporen 
getötet werden. Ist kein Autoklav vorhanden, so ist wie mit der 
Gelatine zu verfahren. 

Das Traubenz ucker- Agar läßt man dann (in den senk- 
recht stehenden Gläs- 
chen) gerade erstarren. 
Ebenso verfahren wir 
mit 15 Fleischagar- 
RShrchen. Die übrigen 
10 Oläser legen wir mit 
ihrem oberen Ende auf 
einen Stab, eine Holz- 
Abb. 18. Sehriges Ersluren des Agars, leiste oder dergl., vrie 
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aus Abb. 12 zu ersehen ist. Das Agar erstarrt in diesem 
Falle in achräger Lage und erhält eine für Strichkulturen 
(§ 2^) geeignete Flächenausdehnung. Nach dem Erstarren 
preßt das Agar stets etwas Wasser aus, das sich im 
unteren Teile des Olases als „Kondenswasser" ansammelt. 

12. Miloh. Zehn Reagenzgläser werden mit je ca. 8 ccm 
möglichst sauber gewonnener Magermilch gefüllt und an 
drei aufeinander folgenden Tagen je 30 Minuten im strömenden 
Dampfe erhitzt. Bin etwa verfügbarer Rest wird in einem 
genügend großen Kolben sterilisiert. Größere (langsamer 
zn durchwärmende) Quantitäten erfordern eine längere Dauer 
der jedesmaligen Erhitzung. Die vollkommen sterilisierte 
3Iilch ist in der Regel (infolge Änderung der Eiweißstoffe 
und Earameligierung des Zuckers) bräunlich gefärbt. 

Unsauber gewonnene Milch ist nor dnrch sehr häufiges und 
langes Erhitzen zu sterilisieren; mitunter gelingt dies überhaupt 
nicht. Am besten ist es, sich die nßtige Menge Magermilcli ana 
ketmarmer Vorzugsmilch durch Zentrifugieren oder AuF- 
rabmeulassen und Äbbebern selbst zu beschaffen. 



13. Kartoffeln. Zwei bis drei große, flecken- 
freie Kartoffeln werden an der Wasserleitung 
sauber gewaschen und mit dem Taschenmesser 
unter Entfernung aller Unebenheiten geschält. 
Dann schneidet man sich längliche, keilförmige, 
in die Reagenzgläser passende Stücke zurecht 
and wirft diese in ein Becherglas mit Wasser. 
In 10 Reagenzgläser läßt man je ein kurzes 
Stück Glasrohr sowie ein Eartoffelstück hinein- 
gleiten und fügt aus der Spritzflasche einige 
Tropfen Wasser (zur Verhinderung des Austrock- 
nens beim Sterilisieren) hinzu, doch nicht soviel, 
daß die Kartoffel direkt benetzt wird {Abb. 13). 



^ 
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Eventuell kann man eich anck mit dem Korkbohrer psBBende 
Kartoftelzjliiider aaBBt«chen, diese durch einen schlagen Schnitt 
halbieren und die Hälften in je ein ReagenzgUs bringen. 

Die Kartoffeln werden im Autoklaven (2 Atm.) sterili- 
siert. Ist ein solcher nicht vorhanden, so iat wie mit der 
Milch (§ 12) zu verfahren. 

14. Aufbewahren der Nährböden. Die Gläser mit den 
fertigen Nährböden werden in die Aufbewahrungsgefäße 
gebracht. Auf beigelegten Zetteln ist Inhalt und Datum 
der Herstellung genau anzugeben. 

IHe Drahtkörbe gind nach beendeter Sterilisation stets sofort 
XU mtleeren. 

Die gefüllten Behälter dürfen nicht im Sonnenlicht und 
nicht nahe der Heizung stehen. Das Austrocknen der Sub- 
strate kann man dadurch verhindern, daß man unmittelbar 
nach dem letzten Sterilisieren den Wattestopfen mit einigen 
Tropfen I^/qj Sublimatlösung betupft und eine gut passende 
Oaimmikappe überzieht, die vorher eine Stunde in l"/,^ Subli- 
matlösung gelegen hatte. Doch ist es im allgemeinen nicht 
zweckmäßig, unnötig viel Vorrat zu halten. Frisch berei- 
tete Nährböden pflegen die besten Resultate zu geben. 

Literatur zu §§4—14. Die betreffenden Kapitel in den auf 
S. 2 genannten Werken über allgemeine bakteriologieche Technik, 
sowie in dem GlrandriQ der Bakteriologie von Lehmann und Nen- 
mann. Ragitnäbrbüden wurden von E. Man vorgeechla>;eu 
(Münchn. mediz. WocheoBchr. 1910, S. 361). 

UZ. Laftbakterien 
Keim Zählung. Koloniefoimen 

15. Vorbereitung. ZweiPetrischalenwerdenimTrocken- 
schrank sterilisiert, in dem man die Temperatur bis auf 
165 — 170* C steigen und etwa 5 Minuten einwirken läßt. 
Nach Erkalten des Schrankes werden sie herausgenoi 



D,g,l,..cbyCOOg[C 



III. Laftbakterien 26 

und aul die Tischplatte gestellt. Zwei sterilisierte') Gelatine- 
röhrohen werden durch Einstellen in ca. 40" C warmes 
WäBser zum Schmelzen gebracht, der Gasbrenner entzündet 
und in die Nähe der Petrischalen plaziert. Dann entfernt 
man aus dem einen, möglichst horizontal gehaltenen Gläs- 
chen (drehend!) den Wattestopfen, zieht die Mündung des 
Glases unter drehender Bewegung durch die Flamme, hebt 
mit der freien Hand den Deckel der Schale auf der einen 
Seite so hoch (aber nicht höher!) als nötig ist, um die Gelatine 



in die Schale entleeren zu können (Abb. 14), schließt und bringt 
durch vorsichtiges Neigen die Gelatine zu gleichmäßiger 
Ausbreitung. Ebenso verfährt man mit dem zweiten Gläschen. 
Die Schalen bleiben unberührt auf einer ebenen Unterlage 
stehen, bis die Gelatine fest geworden ist. 

') Für den varliegeuden Fall genügt es, wenn die benutzten 
delatinegläachen nur einmal im Dampftopf erhitzt wurden. Wir 
brauchen deshalb mit diesem Versuch nicht zu warten, bia die 
Gelatiue-Sterilisierung (gemäS g 11) vollständig dnrchgeführt ist. 
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Im Sommer muß die Unterlage (dnreh kaltes Wasser oder Eis) 
biuTeichend abgekählt sein. Die Gelati Deschicht soll au allen Stellen 
ungefähr gleich dick sein, damit die Bakterien überall annShernd 
gleiche Entwioklungsbedingiingen finden. 

Die entieerten Gläser werden in einem besonderen Be- 
hälter aufbewahrt; später werden sie, wenn sich eine ge- 
nügende Zahl angesammelt hat, wieder ausgekocht und von 
neuem verwendet. Ebenso werden die Watteatopfen , so- 
fern sie nicht beschmutzt sind, zu gelegentlicher späterer 
Benutzung zurückgelegt. 

16. Einfaltgen der Luftbakterien. Nachdem die Gela- 
tine vollkommen erstarrt ist, wird je eine Schale in einem 
Raum mit keimanner bezw. keimreicher Luft nach Abheben 
(nicht Umkehren!) des Schalendeckels eine bestimmte Zeit 
aufgestellt; z. B. in Stall '/a — 2, im Laboratorium 5 — 20 Mi- 
nuten, Nach Ablauf dieser Zeit schließt man die Schalen 
wieder, befestigt auf dem Deckel etwas seitlich von der 
Mitte eine Etikette mit dem nötigen Vermerk und verwahrt 
die beiden Schalen auf einem mit Glasglocke bedeckten 
Teller (nicht in der Sonne und nicht in der Nähe der 
Heizung!). 

Teller und Glasglocke wischt man {zwecks oberflächlicher 
Sterilisierung und Aufenchtung) mit einem in 1 "j^ Snblimatlösnng 
getauchten Wattebausch aas. Die Gelatine schalen sind stets nur 
an den ScbOialseiten zu fassen. Werden die (warmen) Finger an 
den Schalenboden gelegt, so schmilzt die Gelatine. 

Die auf die Gelatineoberfläche gefallenen Keime ent- 
wickeln sich hier, soweit ihnen der Nährboden zusagt, in 
1 bis 10 Tagen zn deutlich sichtbaren Kolonien (Tafel I, 
Abb. 1 und 2). 

Selbstr erstand lieb bekommt man bei diesen Verfahren nur 
einen Teil der Luftkeime zu Gesicht. Zar ungefähren Orientierung 
ist jedoch die Methode vollkommen ausreicbeod. Betreffs Prüfung 
des Einflusses der Luftkeime anf die Milch vergl. § 57. 
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17. Seim zäh luug. Die Zahl der Kolonien wUrde den 
wirklichen Keimgehalt niir unter zwei, niemals vollkommen 
erfüllten Voraussetzungen richtig erkennen lassen: 

1. Alle in das Substrat gelangten Keime mußten darin 
Kolonien bilden. 

2. Jede Kolonie müßte aus nur einem Keim hervor- 
gegangen sein. 

Tatsächlich kommen aber einerseits niemals sämtliche 
Keime zur Entwicklung; sei es, daß die Beschaffenheit des 
Substrats, die Stärke des Luftzutritts, die Höhe der Tempe- 
ratur oder irgend ein anderer Umstand ihnen nicht zusagt. 
Andrerseita stellt sich bei der weiteren Prüfung der ent- 
standenen Kolonien nicht selten heraus, daß sie aus ver- 
schiedenen Keimen hervorgegangen sind, die z. B. vereint 
einem Staubteilchen anhafteten. 

Es kann und darf stets nur angegeben werden, wieviel Keime 
unter den innegehaltenen Versuehsbedingunffen gezSMt loorden sind, 
niiAt aber, wierriel vorhanden waren. 

Zuweilen als notwendig erachtete, sehr weitgehende 
Genauigkeit beim Auszählen der -Kolonien erscheint dem- 
gemäß nicht unbedingt geboten. Zur Erlangung brauchbarer 
Vergleichs werte ist es aber jedenfalls angezeigt, die Gelatine- 
kulturen stets 8 — 10 Tage aufzubewahren. Kolonien von 
verflüssigenden Bakterien und Schimmelpilzen, welche dies 
bald unmöglich machen wurden, sind (nach einem Vor- 
schlage von Hiltner und Störmer) durch leichtes Betupfen 
mit einem Silbemitrat-Stift abzutöten, und zwar schon dann, 
wenn sie noch ganz klein sind. Späterhin ist der Erfolg 
zweifelhaft ; die abfallenden Sporen der Schimmelpilze keimen 
von neuem ans und die verflüssigenden Enzyme der Bakterien 
wirken weiter. 

Bei dem „Abstiften" der Eolonien darf der Deckel der Scbale 
nie in alleo Fällen nur so weit als eben otitig gelüftet werden. 
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Eventoell kann man. auch bo vorgehen, daQ m&n von der in der 
linken Hand, mit der Schmalseite nach oben gehalteneu Schale den 
Deckel abhebt ond auf die Tischplatte stellt, während die linke 
Hand gleichzeitig den Unterteil der Schale rasch umkehrt. So kann 
man sehr bequem die Kolonien von oben her betrachten nnd von 
nuten her mit dem Silbernitrat-Stift leicht betupfen. Mehrere gleich- 
zeitig mit derselben Aufgabe beschäftigte Praktikanten kijuaeo sich 
zweckmäßig derart vereinen, daB einige die Kolonien rechtzeitig 
abtöten, während die anderen das Wachstum ungehindert fort- 
Bohreiten lassen, nm so die nach einigen Tagen (besonders bei 
Keimen aus der Stalluft) meist äufierst lebhafte Entwicklung und 
unter heftiger Gestankbildnng vor sich gehende Gelatine-Zersetzung 
kennen za lernen. 

Die früher sehr gebräuchlichen Zählplatten sind aus 
dem angegebenen Grunde entbehrlich. Es genügt, wenn 
man zum Zählen die Schale umkehrt und auf der Unter- 
seite die gezählten Kolonien durch Tintenpunkte markiert. 

18. Kolonieformen. Besonders die dicht mit Bakterien 
und Pilzen (aus der Stalluft) besäeten Schalen pflegen einen 
guten Einblick in die mannigfaltigen Formen und Färbungen 
der Kolonien zu vermitteln. Die verschieden erscheinenden 
Kolonien sind (mittels Fett-Farbstift auf der Unterseite des 
Glases) mit Buchstaben oder Nummern zu bezeichnen und 
in ihrer Entwicklung von Tag zu Tag genau zu verfolgen. 
Unter der entsprechenden Bezeichnung sind in das Arbeits- 
journal möglichst genaue, am besten von einfachen Skizzen 
begleitete Notizen einzutragen, aus denen deutlich hervor- 
geht, wie die betreffende Kolonie erstens bei der Be- 
trachtung mit bloßem Auge (makroskopisch), zweitens 
bei schwacher Vergrößerung unter dem Mikroskop 
(ohne Beteuchtungsapparat!) ausgesehen hat. Im ersten 
Falle sind die Form und die optische Beschaffenheit, im 
letzten Falle die innere Struktur und das Aussehen der 
Landpartie ausführlich zu schildern (vergl, Abb. 15 — 18). 
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Abb. Ih. Form der Kolonien: 

a) kreisrund, b) scbciboiiföniiig, c) onregelmäBig ruodlich, 

d) OTal, e) linsenfSmug, f) veriweigt. 



Abb. 16. Eriiebang der Kolonien: 

a) flach, b) erhaben, c) tropfeufürmig, il) schul enfbrniit; siogesnuken, 

e) locbforniis eingesunken. 




Abb. 17. Rand der Eolonien; 

a> glatt, b) gekerbt, t) gebnchtet, d) ungleiebmäSig gelappt, e) haarartig, 

f) gelooit. 



Abb. 18. Innere Struktur der Kolonien 

a) granuliert, b) radiär geatreift cj gefleckt d) unregel- 
mlBig gefurcht 
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InsbeBoodere iBt anzugeben, ob die Kolonien durchsichtig, 
durchleb einend oder an durch sichtig sind, ob sie irisieren, op&leszieteit, 
mehr oder minder stark glänEen, ob sie porzel Ion artig oder von 
hreidiger Beschaffenheit, ob sie gleichmSBig, oder in Zonen oder 
sonst anregelmttfiig gefirbt erscheinen. Eine etwa vorhandene Ver- 
flfissigungszone kann entweder klar, oder gleichmäBig getrübt sein, 
oder die Kolonie hat sich darin in mehr oder minder groften 
Krümeln oder Brocken aufgelöst. Beim Abimpfen der Kolonien 
(g 21) ist festzustellen, ob sie eine wässerige, schleimige, faden- 
ziehende oder knorpelige Konsistenz besitzen, ob sie in Form von 
zShen Hinten vom Substrat abgehoben werden kSnnen oder andere 
bemerkenswerte Eigenschaften in dieser Richtnng aufweisen. 

lY. Wasserbakterien. Bakterien •Isolierung 
19. Vorbereitung^. Zwei Reagenzgläser werden mit 
je 9 ccm Leitungswasser gefüllt und mit Wattestopfen ver- 
sehen. Drei 1 ccm-Pipetten werden in ein großes Reagenz- 
glas gestellt, dessen Mündung ebenfalls mit Watte ver- 
schlossen wird. Es schadet nichts, wenn der obere, später 
zam Ansaugen benutzte Teil der Pipetten ein Stück aus 
der Watte hervorragt; man kann eine £appe von Pergament- 
papier darüber stülpen und so einer etwaigen Infektion 
des inneren Pipetten teiles durch Keime aus der Luft vor- 
beugen. Das große und die beiden kleinen Reagenzgläser 
werden im Autoklav auf l'/^ Atmosphären Überdruck oder 
zwei Stunden im strömenden Dampf erhitzt^). Ferner sind 
drei Petrischalen im Trockenschrank zu sterilisieren. Leitungs- 
wasser wird unter möglichstem Ausschluß aller Fremd- 
infektionen (Abflammen des Hahnes und längeres Ablaufen- 
lassen bei voll geöffnetem Hahn) in einem {im Trocken- 



') Bei dem an sich ebenfalls zulässigen Sterilisieren der Pipetten 
im Trockenschrank wird das Glas meist nach verhältnismäßig knrzer 
Zeit mehr oder minder stark angegriffen. 
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schrank) sterilisierten Becherglas aufgefangen und bereit- 
gestellt. Eventuell kann auch das im Laboratorium vor- 
rätig gehaltene destillierte Wasser zur Untersuchung heran- 
gezogen werden. 

Gutes Leitungswasser enthält iu der Regel nur wenige Keime, 
dagegen sind ansschliefiticb für tiebrauchszwecke bestimmte Wässer, 
ebenso wie längere Zeit aufbewahrtes, destilliertes Wasser oft sehr 
keimreich. Fttr solche Fälle mafi man sich durch Bereitstellen 
einer grüBereo Zahl von Reagenzgläsern mit je 9 ccm sterilisierteiD 
Wasser und von mehr sterilisierten Pipetten auf eine gräftere Zahl 
Verdiinnangen (g 20) einrichten. Die zweckmäßigste Art der Probe- 
nahme hat sich nach den Umständen zu richten; für AnsschlaS von 
Fremdiufektionen und Eühlbalteu der Proben bis zu der (möglichst 
bald vorannehmenden) Yerarbeitnng ist jedenfalls an sorgen. 

20. Anfertigung: der Verdünnungen und der (juit- 
kulturen. Drei Gtelatineröhrchen werden in einem mit 
warmem Wasser gefüllten Becherglas zum Schmelzen ge- 
bracht. Von dem zu untersuchenden Wasser wird — nach 
Umschtitteln ! — mittels der einen der sterilisierten Pipetten 
zunächst 1 ccm in das eine mit I (d. h. I. Verdünnung) zu 
bezeichnende Reagenzglas übertragen und unmittelbar da- 
nach 1 ccm in die eine mit (d. h. Original) zu bezeichnende 
Petrischale (unter geringem Anheben des Deckels!). Das 
mit 1 ccm beschickte, sofort wieder zu verschließende Re- 
agenzglas wird kräftig geschüttelt. Mit der zweiten sterili- 
sierten Pipette wird aus der l. Verdünnung 1 ccm in das 
zweite Reagenzglas (II) und 1 ccm in die zweite Schale 
gegeben (I. Verdünnung = '/lo Original); ebenso aus dem 
Reagenzglas II nach kräftigem Durchschütteln 1 ccm in die 
dritte Schale (II, Verdünnung = Vioo Original). In jede 
Schale wird ein Oelatinegläschen entleert und jedesmal so- 
fort Wasser und Gelatine durch vorsichtiges Hin- und Her- 
neigen solange vermischt, bis keine ^Schlieren" mehr zu 
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sehen sind. Dann läßt man «rstarren, bringt die Schalen 
unter die Glasglocke und verfährt, wenn die Kolonien (nach 
2 — 4 Tagen) sichtbar geworden sind, nach gt^ 17 und 18. 
Tür geoauere Untrer» uchnngen Bind natürlich Parallelkulturen 
unentbehrlich. Eine mitunter angezeigte Prüfung anf anaerobe 
Bakterien ist derart anszuführen, daß das Waaser in drei vorher 
geschmolzene und auf 50° C abgekühlt« Agarröhrchen eingetragen, 
darin dnrch Hin- und Eerneigen (nicht Schütteln I] gründlich verteilt 
und im übrigen nach den in § 4J mitgeteilten Regeln der AnaSrobeu' 
Züchtung verfahren wird. Wegen Bpezieller Prüfung des Wassers 
für Mol kereiEW ecke vergl. §§ 57 und bä. 

31. Bakterieu-Isolieruiig. Die bei der direkten Aus- 
saat der Keime (aus Luft, Wasser usw.) entstehenden 
Kolonien sind oft nicht aus einem Keim hervorgegangen, 
sondern stellen MUiAlmlturen dar. Um Ränkuituren zu er- 
langen, verfährt man in folgender Weise: 

Von jeder zu näherer Untersuchung bestimmten Kolonie 
(z. B. zwei von der Luft- und zwei von der Wasser-Guß- 
kultur) wird zunächst in je ein Gläschen mit Bouillon 
„tibergeimpft" . In der Flamme glüht man die (nahezu 
senkrecht nach unten gehaltene) Platinnadel in ihrer ganzen 
Länge aus; ebenso sterilisiert man durch drehendes Hin- 
und Herbewegen den (jetzt horizontal gehaltenen) an- . 
schließenden Teil des Olasstabes (etwa 10 cm) in der 
Flamme. Dann läßt man — Spitze der Nadel nach oben! — 
ca. 20—30 Sekunden erkalten, entnimmt (unter geringem 
Anheben des Deckels) eine ganz kleine (kaum sichtbare) 
Bakterienmenge von der betreffenden Kolonie und über- 
trägt sie in ein möglichst horizontal gehaltenes Gläschen 
Bouillon, dessen Wattestopfen man mit dem dritten und 
vierten Finger der rechten Hand derart herausgenommen 
hat, daß der ins Glas gehörige Unterteil zwischen den Fingern 
frei nach außen hervorragt. Die Mündung des Gläschens 



byGooglc 



IV, WiiBBerbnkt«rieii. Isolieraag 33 

ist abznflammen ; die an der Nadel befindliche Bakterien- 
masse wird dicht über der Bouillon an der Glaswand ver- 
rieben und mit der Bouillon Teimischt. Nach abermaligem 
Durchziehen der Mündung durch die Flamme wird der 
WattestopFen wieder aufgesetzt und die Platinnadel wie 
vorher ausgeglüht. Das Bonillonröhrchen wird entsprechend 
etikettiert und 1 — 2 Tage hingestellt, bis eine deutliche 
Trübung oder ein reichlicher Bodensatz darin wahrzu- 
nehmen ist. 

Die Platinnadd bean. die PUtHnöie ist gtete unmittelbar vor 
wie nach dem QebraucAe in ihrer ganzen Lätige autruglUhen. 
Ehettio uf der angraizende Teil det Glasttabe», soweit er in die 
Kulturgefäße eingeführt wird in der Flamme sorgfältig zu sterili- 

Beint überin^fen ist die Mündtatg der QkUer »tet» möglichet 
tief ztt halten. De^leidwtt itt es, zwecks Femhaltung von Fr^nd- 
infektionai, notwendig, daß die Luft im Ärbeit»raume raöglichat 
keimarTn und unbewegt sei. Etiea den Mündungen anhaftende 
KeiTne und durch Abflammen der oberen Qlasteile vor wie nach 
dem Impfen abzutöten. 

Für jede genügend entwickelte Bouillonkultur sind je 
drei sterilisierte Petrischalen und drei geschmolzene Gelatine- 
röhrchen (im Becherglas mit warmem Wasser) zurechtzu- 
stellen. Man glüht die Platinnadel aus, hält sie nach außen 
gekehrt zwischen zweitem und drittem Pinger, klemmt das 
(vorher geschüttelte!) Bouillongläschen zwischen zweiten 
und dritten, and eines von den geschmolzenen Gelatine- 
röhrchen zwischen ersten und zweiten Finger der linken 
Hand (beide in möglichst horizontaler Lage). Sodann bringt 
man den Wattestopfen des Gelatinegläschens zwischen 
dritten und vierten, den des Bouillongläschens zwischen 
vierten und fünften Pinger der linken Hand, und zwar der- 
art, daß der ins Glas gehörende Teil frei nach außen ragt 
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(also nicht von den Fingern infiziert werden kann). Jetzt 
zieht man die Mündungen der beiden Gläser durch die 
Flamme, taucht den Platindraht der ganzen Länge nach in 
die Bouillon, läßt ihn einige Sekunden darin verweilen, 
fühlt ihn dann rasch aus dem Bovullongl&schea in die 
Gelatine und verteilt hier die mitgefUhrten Keime durch 
kräftiges Hin- und Herbewegen der Nadel (Abb. 19). Nach 
abermaligem raschen Durchziehen der oberen Olasteile 
durch die Flamme werden die Watt«stopfen auf das ge- 
impfte Oelatinegläschen und auf das Bouillonröhrchen auf- 




Cberimpfen nnd Anlegen t 
in Keagenzglisern. 

gesetzt, die Nadel wird ausgeglüht und die Bouillon bei- 
seite gestellt. Jetzt wird die Platinöae zur Hand genommen 
und nach Vorschrift ausgeglüht. In analoger Weise wie 
vorher wird das infizierte Gelatinegläschen zwischen zweiten 
und dritten, daa neu zu impfende zwischen ersten und 
zweiten Finger geklemmt, die Wattestopfen an den richtigen 
Platz gebracht und eine Platinöse voll der geimpften 
Gelatine (I. Verdünnung) in das neu hin zugenommene 
Gläschen (11. Verdünnung) übertragen. Durch leichtes An- 
schlagen an die Glaswand dicht oberhalb der Gelatine wird 
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die Öse entleert und durch raachea Hin- und Herbewegen 
des Platindrahtes das Imphusteriai gründlich verteilt. Die 
Gläschen werden verschlossen und die Platinnadel ausge- 
glüht. Zuletzt wird die in, Verdünnung in der entsprechenden 
Weise angefertigt und die drei Gläschen (nach Abglühen 
der Mündungen) in die entsprechend bezeichneten Petri- 
schalen entleert. 

Das Impf verfahren ist nach karzBr Übung ohne jede Schwierig- 
keit ausführbar und weit einfacher im Gebrauch als dies beim 
ersten DnrchleBen der Vorschrift erscheinen mag. — Das Verteilen 
der Keime in der flüssigen Gelatine darf nicht durch Schütteln ge- 
schehen. Die entstehenden Luftblasen würden das Aussehen der 
Gnfikulturen beeinträchtigen. 

Die Gußkulturen werden nach dem Festwerden in 
bekannter Weise aufbewahrt und weiterhin nach § 18 
untersucht. In wirklichen Reinkulturen müssen die an der 
Oberfläche bezw. die im Substrat und die etwa am Boden 
(zwischen Nährboden und Glas) zur Entwicklung kommenden 
Kolonien (sog. Oberflächen-, Tiefen- und Bodenkolonien) 
jedesmal unter sich bei makroskopischer wie bei mikro- 
skopischer Betrachtung ein übereinstimmendes Bild liefern. 

Die TiefenkolooieD bleiben iu der Regel sehr klein und sind 
bei den meisten Bakterienarten einander ziemlich ähnlich, dagegen 
von den zagehörigen Oberflächenkolonien in der Begel sehr ver- 
schieden. Etwa vorhandene (verbältnismäBig selten auftretende) 
Bodenkolonieo ähneln wieder mehr den Oberfläcfaenkolonien. 

Nach genügender Entwicklung wird von je einer gut 
isoliert liegenden Kolonie in Bouillon abgeimpft und diese 
Kulturen zu eingehenden mikroskopischen und kulturellen 
Prüfungen (Kap. V und VI) verwendet. 

Zur Reinigung legt man die gebrauchten Petrischalen 
(beide Hälften mit der flachen Seite nach unten) in einen 
Topf mit Wasser, kocht und spült nach dem Erkalten unter 
der Wasserleitung gründlich ab. 
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T. lUkroBkopische Frflftmg 

33, HeTstellung gefSrbter Ansstriohprftparal«. Eine 
Anzahl Objektträger und Deckgläser, die einige Zeit in einer 
etwa zur Hälfte mit salzasurem Xylol-Alkohol-Gtemisch ge- 
füllten Schale gelegen haben, werden mittels eines weichen 
(nicht fasernden) Tuches getrocknet und blank geputzt. 
Der Deckel der Xylol-Alkohol-Schale ist stets sofort wieder 
zu schließen. Die gereinigten Gläser werden auf einen 
Streifen Filtrierpapier, in eine saubere Schale oder dergl. 
gelegt. 

Die Anfertigung und Färbung der Ausstrichpräparate 
geschieht folgendermaßen : 

1. Aus einer der Bonillonkulturen überträgt man (unter 
Innehaltung der bekannten Vorsichtsmaßregeln) eine Öse 
voll auf einen zurechtgelegten Objektträger und ttreiAt das 
Material derart au», daß es einen reichlich 1 qcm großen 
quadratischen Flächenraum ganz gleichmäßig bedeckt. 

2. In wenigen Augenblicken ist das Präparat lufttrocken 
geworden. Durch sehr schwaches Anwärmen über kleiner 
Flamme kann das Antrocknen nötigenfalls beschleunigt 
werden. 

3. Man fixiert das Präparat, indem man den Objektträger 
seitlich an den Kanten zwischen Daumen und Zeigefinger 
faßt und die mit den Bakterien bedeckte Stelle (Schicht nach 
oben) 4 — 5 mal ruhig (etwa im Sehnndenmaß) durch den 
heißesten Teil der Gasflamme zieht. Infolge Festbrennens 
des Bakterienschleimes bleiben die Keime bei der weiteren 
Behandlung am Glase haften. 

4. Die Bakterien werden gefärbt, indem man eine wäs- 
serige Anilinfarblösung (Viktoriablan) auf die betreffende 
Stelle aufträgt und etwa 30 Sekunden einwiiköi läßt. 
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5. Nach Abgießen der FarblSsmig folgt gründliches 
Abgpütm mit Wasser (aus der Spritzflasche oder unter der 
Leitung). 

6. Der Objektträger wird getrodcnet, indem man die 
zurückgebliebenen Tropfen durch Betupfen mit Filtrier- 
papier entfernt und dann über der Sparflamme vorsichtig 
nachwärmt, bis die letzte Spur von Feuchtigkeit ver- 
schwunden ist. 

7. Zum MmtMießen des Präparats bringt man — aus 
dem sofort wieder zu schließenden Fläschchen — einen 
etwa 3 mm im Durchmesser haltenden Tropfen Canada- 
balaam (Koniferenharz in Xylol gelöst) mitten auf die Bak- 
terienschicht und legt ein Deckglas auf. 

DerBalMm darf nicht aauer reagieren; nödgenfalla ist pulve- 
riaiertes Natrinrnkarbonat hinzDznfQgen, das Gemisch längere Zeit 
nnter wiederholtem Umschütteln in der Wärme auf zobe wahren und 
BchiieBlich daa Karboaat durch Ab sit^enlaasen vom Balsam zu trennen. 

Etwa im Balsam vorhandene Lafthlasen beseitigt mao (vor 
Auflegen des Deckglases) durch Berühren mit der heiSen Platin- 
drahtepitze. 

Der Balsam breitet sich von selbst gleichmäßig aus, 
nötigenfalls kann durch schwaches Anwärmen über der 
Sparflamme nachgeholfen werden. Hatte der Tropfen die 
richtige Größe, so füllt der Balsam den Zwischenraum 
zwischen Deckglas und Objektträger vollständig aus, ohne 
an den Seiten hervorzuquellen, was sorgfältig zu ver- 
meiden ist. 

Die wässerigen Anilin farblöaungen werden derart hergestellt, 
daß man zunächst eine komentrierte alkoholische Stammlösnng be- 
reit«t (soviel bvckener Farbstoff wird in einer Flasche mit Alcohol 
absolut übergössen, dafi eia nngelöster Best verbleibt). Diese wird in 
dem zum Handgebrauch bestimmten Fläschchen mittels destillierten 
Wassers aunUhemd 10-fach verdünnt. Die wässerigen Lösungen lew 
eetien sich mit der Zeit and müssen dann (nach gründlicher Beini- 
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^Qg der Fl&Bchen) erneuert werden. Von den sehr zahlreichen F&rb- 
löntDgen kommen für unsere Zwecke Eunächst nnr Viktoriablaa und 
Methyleablau in Betracht Dieses tSrbt weniger intensiv als jenes. 
Die Färhbarkeit der Bakterien ist ungleich. Zuweilen mnfi 
die oben angegebene Färbezeit verlängert oder es müseen besondere 
Färbungsmethoden benntzt werden, worüber an späteren Stellen das 
Niitige mitgeteilt werden wird. 

Stellt sich bei der Betrachtung {vgl, § 23) heraus, daß 
das Präparat nicht gut gelungen ist, was im Anfang häufig . 
der Fall zu sein pflegt, so legt man es in die saure Xylol- 
Alkohol- Mischung:, ^^^ in kurzer 
Zeit den Balsam löst und die 
Farben zerstört. Nach einigen 
Wiederholungen erhält man bald 
Präparate, die den zu stellenden 
Anforderungen geniigen : eretens 
müssen sie von fremden Bei- 
mengungen möglichst frei 
sein; zweitens dürfen sieweder 
zu viel noch zu wenig Bak- 
Abb. äo. terien enthalten; drittens 

Öeßrbtea Ansatrich-Prtpsrat. g(jiig„ (jj^se gleichmäßig ver- 
Lufthrtterien. Tergr. 1:1800. ^^.j^ j-^^^^j ^^ ^^^ gefärbt 
erscheinen (Abb. 20). 
Eventuell kann man das EinschlieSen des Präparats zonftchst 
ganz unterlassen und erst nachträglich (nach Entfernung des Immer- 
sionsöles mittels Xylal, vergl. § 23) vornehmen, wenn das betreffende 
Präparat des Anthebena wert erscheint. Zur Äufbewahmng be- 
stimmte Präparate sind mit Etiketten zn versehen, die über alles 
Wissenswerte genaue Anskunft geben. Der Canadabalsam erhärtet 
in einiger Zeit vollständig; er kann aber jederzeit mit Xylo! wieder 
gelöst werden. Nach gründlicher Reinigung (mit Xylol) können im 
Laufe der Zeit verblafite Dauerpilparate von neuem geförbt werden. 
Für längere Aufbewahrung ist der Gebrauch von Präparatenkästen 
empfehlenswert. 
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33. Anwendung des Imniersionssystems. Bei der 

Untersuchung von Bakterienpräparaten macht sich meist 
eine 600- bis 1000-fache Vergrößerung nötig. Trocken- 
systeme geben in solchen Fällen nur dann ein gutes Bild, 
wenn besondere (relativ teure) Gläser, sog. Apochromate, 
zur Verfügung stehen. In der Regel wird die Öl-Immersion 
benutzt, die in Verbindung mit dem Abbuchen BdeiuMung»- 
appwal ein besonders helles und scharfes Bild liefert. Das 
Zedemholzöl, das in diesem Falle Präparat und Objektiv 
verbindet, besitzt den gleichen Brechungsexponenten wie 




Abb. Sl. Oaog der lichtetraMen a.) beim Trocken sysUm, 

b) beim öl-IramflCBioBBsyetem vom Pr*par«t (P) dnrch d»a 

Deckglas (D) in das Objektiv (0). 

das Glas. Die das Präparat durchdringenden Lichtstrahlen 
werden infolgedessen mehr zusammengehalten als bei An- 
wendung des Trockensystems (vgl. Abb. 21). 

Bei der Benutzung des Immersionssystems ist folgender- 
maßen zu verfahren: 

1. Aus dem ^ sofort wieder zu schbefienden — 
Zedemöl-Fläschchen bringt man einen etwa 3 mm im Durch- 
messer halteuden Tropfen auf das Deckglas (bezw. auf das 
Präparat). 

2. Man legt das Präparat mitten auf den Objekttisch 
und senkt den Tubus des Mikroskops unter Benutzung des 
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groben Triebe zunächst gerade soweit, daß die FrontÜDse 
des Immersions -Objektivs in den Öltropfen eben eintaucht. 

3. Unter genauem Zusehen von der Seite her und unter 
gleichzeitigem, mäßigen Hin- und Herbewegen des Präparats 
schraabt man vorsichtig (ganz langsam!) in der gleichen 
Richtung weiter, bis die Linse das Präparat lose berührt, 
so daß das Verschieben gehemmt wird. 

Jede stärkere Berührang von lAiue und Präparat ist streng 
zu vermeiden. 

4. Jetzt bringt man das Auge an das Oknlar und stellt 
Spiegel und Blende derart ein, daß das Gesichtsfeld möglichst 
hell erscheint. Für Tageslicht benutzt man den Plan-, für 
künstliches Licht den Hohlspiegel. 

5. Dann schraubt man den Tubus (in der entgegen- 
gesetzten Richtung als vorher) ganz langsam empor (das 
Triebrad darf sich in der Sekunde nur um Bruchteile von 
Millimetern drehen!) und bewegt gleichzeitig mit der an- 
deren Hand das Präparat mäßig hin und her (in Bewegung 
begriffene Gegenstände werden leichter gesehen). 

6. Li dem Moment, in dem das Bild im Gesichtsfelde 
erscheint, verläßt die Hand den groben Trieb und geht an 
die Mikrometerschraube, mit deren Hilfe das Bild scharf 
eingestellt wird. 

7. Nötigenfalls ist die Beleuchtung durch Stellungs- 
änderung von Spiegel, Blende und Beleuchtungsapparat noch 
zu vervollkommnen. Seitliche Verschiebungen des Präparates 
werden jetzt am besten nicht mehr durch direktes Bewegen 
des Objektträgers, sondern durch Verstellen des Objekte 
tisches bewirkt, sofern dieser darauf eingerichtet ist. 

Man gewöhrte suA daran, bei der BetratMung des Prttparates 
die Mikrom^ersdiraube andauernd zu henutien und das nicht be- 
schäftigte Auge nicht fett jsu ichliefien. 
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Die Okulare dürfen nur im Notfälle und nur mit größter 
Vwsidtt, die Olyeklive vberhaupt niM aueeinandetyetchraiibt werden. 

EiDsellieiten über Oebraucli und Wirkung des Mikroskops sind 
in den betreffenden Kapiteln der »nt S. 2 angegebenen Lehr- and 
Handbücher über mikroskopische Technik nachzulesen. Auch hier 
ist Übung die Hauptsache. 

Von den zur Aufbewahrung bestimmten Präparaten 
wird das öl mittels Fließpapier leicht abgetupft. Der Best 
trocknet langsam ein. Vor. einer späteren Betrachtimg wird 
er durch Xylol entfernt, ehe von neuem ein öltropfen auf- 
gebracht wird. 

Nach jedesmaliger Beendigung der mikroskopieeken Arbeiten i»t 
die Immersiontlinge mit einem mit einer ^mr Xylol befeuchteten 
feinen Tuche voreüAtig von dem anhaftenden Öl zu befreien. Viei 
Xyl(d löst den Lin»enkittl 

Sobald die Mikroskope nicht mehr gdrraueht werden, sind üe 
in die Schränke zuräekeubringen. 

2i. Tusohe-Ansstriehpräparate. Das Färben der Bak- 
terien stellt eigentlich nur einen Notbehelf dar, dessen wir 
uns oft bedienen, da die direkte Beobachtung der lebenden 
Bakterien, besonders wenn es sich um bewegliche Formen 
handelt, nicht selten ziemlich schwierig ist, weshalb sie aach 
hier vorlaufig zurückgestellt wurde (s. g 25), Durch das 
Fixieren, Färben usw. werden aber Oestalt und Struktur 
mehr oder weniger stark verändert. Die Betrachtung des 
ungefärbten, trockenen Ansstrichpräparats ist nur in Aus- 
nahmefällen anwendbar (vetgl. § 88). In vorzüghcher Weise 
wird dagegen die Untersuchung der ungefärbten Bakterien 
ermöglicht, wenn man diese in Tusche einbettet; sie er- 
scheinen als helle Gkbilde auf dunklem Grunde (vergl. Taf. I, 
Abb. 3). Die Anfertigung des Tusche-Ausstrichpräparates 
geschieht in der Weise, daß man dem auf den Objektträger 
aufgetragenen bakterienhaltigen Tropfen eine Öse voll sterili- 
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sierter Tusche (von Grübler & Co in Leipzig) hinzufüget 
und mögliebst gleichmäßig ausstreicht^). In wenigen Augen- 
blicken iat das Präparat trocken ; bei richtiger Anfertigung muß 
es, gegen weißes Papier gehalten, dunkelgrau durchscheinen. 
Das Einschließen in Kanadabalsam erfolgt wie beim gefärbten 
^ Präparat; aach das Tusch epiüparat kann direkt (ohne Deck- 
glas) mit dem Immersionssystem geprüft werden. Fast immer 
finden sich neben zu dicken und zu dünnen Stellen solche, 
die ein sehr klares Bild liefern.' Besonders empfiehlt sich 
die Anwendung dieser durch größte Einfachheit ausgezeich- 
neten Methode, wenn Material aus Bouillon, Milch u. dergl, 
mikroskopiert werden soll, vorhandene Fremdkörper aber 
das gefärbte Präparat sehr unsauber erscheinen lassen. Nicht 
brauchbar ist das Verfahren, wenn starke Schleimbildung 
im Substrat stattgefunden hat. 

Literatur: Burri, Das TnBcheverfahren 1^09. 

25. Reoba«htung im hSnj^enden Tropfen. Aus einer 
Bouillonkultur wird eine Platinöse voll Material auf ein auf 
der Tischplatte liegendes, nicht völlig fettfreies Deckglas 
aufgetragen, so daß ein kleiner, flacher Tropfen von 2 bis 
3 mm Durchmesser entsteht. Ein geringer Fettgehalt ist 
nötig, nm das Breitlaufen zu verhindern; eventuell genügt 
ein vorheriges, leichtes Überstreichen mit dem Finger. Mit 
der Platinnadel setzt man an vier Stellen des Randes der 
Vertiefung eines hohl geschliffenen Objektträgers kleinste 
Tröpfchen Kanadabalsam oder Vaseline. Den umgekehrten 
Objektträger drückt man nun Behutsam derart gegen die 

1) Gewöhnliche Tasche iBt meist bakterien haltig. Sie muB im 
strömeoden Dampf aterilisiert und der Sedimentiemng UberlaseeD 
werden, so daß sie eine homogene Snapension feinster Teilchen liefert. 
Die Entnahme der Tropfen mnS stets aseptisch erfolgen; <lae Tusche- 
gläschen ist von Zeit za Zeit, nach Ersatz des verdunsteteu Wassers, 
wieder zo sterilisieren. 
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Ecken des Deckglases, daß diese durch den Balsam (oder 
die Vaseline) festgehalten werden und der Tropfen frei in 
den Hohlraum hineinragt {Abb. 22). 

Ist der Tropfen zu grofi, so berührt er den Objektträger; 
die mikroskopische Beobachtung ist dann unmöglich. Die Ver- 
wendung größerer Mengen Kanndabalsam oder Vaseline bedingt 
volligeu Liiftabschlufi des Hohlraumes. Sehr sanerstoffbedürftige, 
bewegliche Bakterien stellen in diBBem Falle bald ihre Beweg- 
lichkeit ein, 

Jetzt wird — um ein Abfließen des Tropfens zu ver- 
hindern — rasch umgewendet und auf das Deckglas ein 
Tropfen Zedemholzöl aufgetragen. Beim Nieder sehr au bes 




des Mikroskops ist wie vorher (§ 23) zu verfahren, doch ist 
hier ganz besondere Sorgfalt erforderlich, um das hohl 
liegende Deckglas nicht durchzudrücken. Die Beleuchtung 
wird derart reguliert, daß man zwar auch zunächst — am 
besten unter Benutzung einer kräftigen künstlichen Licht- 
quelle (elektrische Glühlampe oder Gas-Mikroskopierlampe) 
und des Hohlspiegels — maximale Beleuchtung herstellt, 
dann aber die Blende soweit schließt, daß das Gesichtsfeld 
hellgrau erscheint. Nun hebt man den Tubus unter stetem 
Hin- nnd Herbewegen des Präparates ganz langsam an; 
sobald ein schwach sichtbares Bild erscheint, geht die Hand 
an die Mikrometerschraube. Nach scharfer Einstellung wird 
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das Präparat — unter andauernder Bewegung der Mikro- 
meterschranbe — soweit seitlich verschoben, bis der Tropfen- 
rand im Gesichtsfelde erscheint. Hier sind die Bakterien 
bei richtiger (auszuprobierender!) Spiegelstellnng und 
Blendenöffnang meist recht gut zu sehen (vergl. Tafel I, 
Abb. 4). Insbesondere kann hier entschieden werden, ob 
die Keime in der betreffenden Kultur aktiv beweglich sind 
oder nicht. Im Innern des Tropfens sind in der ,Begel 
auch unbewegliche Bakterien infolge der Brownschen 
Molekularbewegung in scheinbarer Bewegung. Doch 
handelt es sich in diesem Falle um ein besonders an Bak- 
terien-Konglomeraten deutUch erkennbares Schwingen und 
Tanzen fast ohne Ortsveränderung, das auch andre feinste 
Körperchen (Tuscheteilchen usw.) unter diesen Bedingungen 
zeigen. Wirklich bewegliche Formen sieht man am Tropfen- 
rand mehr oder minder rasch hin- und bereuen, so daß ein 
Zweifel über die Beweglichkeit nur in verhältnismäßig 
seltenen Fällen (bei sehr langsam beweglichen Arten) be- 
stehen bleibt. 

Die Beobachtung der Bakterien im hängenden Tropfen erfordert 
entschieden mehr Geduld und Übung als die Betrochtunj^ des ge- 
färbten oder des Tusch e-Ausstrichpiitparates. Ist ein Wechsel des 
Präparates beabsichtigt, so braucht man nur das Deckglas vor- 
sichtig (durch Anfassen an der oberen und der unteren Ecke) ab- 
zuheben. Der Objektträger kann sogleich weiter verwendet werden; 
das Deckglas kommt in die Xylol-Alkohol-Schale. 

26. Bakterienmessungen. Das gefärbte oder das 
lebende Präparat wird in gewohnter Weise eingestellt. In 
das hierfür bestimmte Okular wird das Mikrometer ein- 
gelegt und nun festgestellt, wie breit und lang die be- 
treffenden Bakterien im Vergleich zu den Strichen des 
Mikrometers erscheinen. Nach der jedem Mikroskop bei- 
gegebenen Tabelle erfolgt dann die Umrechnung. 
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Wenn z. B. gemeMen wurde , daB die Länge der untersachbui 
Formen 1 — 1V| nnd die Breite Vt Mikrometerteil «otspricht, der 
Hikrometerwert aber ffir die betreffende VergrSBerang 1,65 )i beträgt, 
BO ergeben sich ala wirkliche OrSSenmaSe 0,8: 1,65— 3,6 fi. Um 
die ricbtigen OrenEwerte zq erhalten, sind eelbetverBtändlich PrQ- 
fnngen einer hinreichend groBen Kahl Ton Bakterien erforderliob. 
Oeffirbt erscheinen diese (infolge Schrnrnpfung beim Trocknen und 
Fixieren) in der Regel ein ganzes Stück kleiner aU im lebenden 
Znatande. Deshalb niüBBCD die Meeenngcn stet« an Pilparaten 
beiderlei Art ansgaführt werden. 

27. Geisel prtparate. Eine gnte Sicbtbarmachnng der Bak- 
teriengeifieln ist im allgemeinen recht schwierig nnd zeitranbend. 
Deshalb pflegt man aach im ag;rikDltar-bakteriologischen Labora- 
torinm mit Recht derartige Präparate gewöhnlich nnr dann an- 
zufertigen, wenn es sich am die genane Erforschung einer unbe- 
kannten Art handelt. Bie Zahl der vorgeschlagenen Methoden ist 
relativ groB; keine von ihnen gibt stets zufriedenstellende Resnltate. 
Man kann z. B. folgendem afien verfahren: 

Einige saubere Deckgläser werden im Becherglas 10 Minuten 
in 5proz. Natronlauge gekocht. Nach dem Abkühlen werden sie 
in destilliertem Wasser abgespült und 10 Minuten in 10-proz. Salz- 
säure gekocht. Dann folgt abermaliges Spülen in destilliertem 
Wasser, danach in Äther-Alkohol-G-emisch. Die zum Fassen der 
Deckgläser benutzte Pinzette muB vollkommen rein sein. 

Aus dem Kondenswasser einer 12—24 Standen alten, hei 38* C 
gehaltenen Agarkultur (s. § 28) einer im hängenden Tropfen als 
beweglich erkannten Bakterienart wird eine Öse voll in einen Tropfen 
Leitungswasser übertragen, der sich auf einem Objektträger befindet. 
Wasser und Objektträger wärmt man zweckmäßig vorher im Bnit- 
Bchrauk an. Ohne zu verrühren , läBt man die Bakterien sich 
verteilen nnd etwaige Konglomerate sich absetzen. Nach einigen Mi- 
nuten bringt man von der Anfachwemmung je eine Ose voll auf die vor- 
bereiteten Deckgläser; das Tröpfchen mnB sich von selbst sofort aus- 
breiten. Die in eine Schale gelegten, beschickten Deckgläser werden 
gleichwiederin den Brutschrank gestellt; am besten arbeitet man gleich 
darin. Nach demAntrocknenfolgtdasBeizen, wozu man sich der von 



byCOOglC 



46 A. Einfttlirang in die Technik 

Bunge angegebenen Beize bedieaen kann: 25 ccm einer 25- proc.Eisea- 
cliloridlüEnDg werden mit 75 ccm einer kons. w&SBerigea Tannin-. 
liJsnng rermischt; nach mehrere Tage oder Wochen dauernder Anf- 
hewahrong ist die FlüBsigkeit gebrauchsfertig. Die dnrch einen 
kleinen Trichter auf das Pi^parat auffiltrierte Beize läßt man anter 
schwachem Erwärmen 1—2 Minuten einwirken, dann wird sauber 
abgespült und getrocknet. Weiterhin färbt man, ebenfalls unter 
gelindem Erwärmen 1—2 Min. mit Earbolfucbein (1 Teil konz. 
alkoh. Fuchsin -|- 9 Teile 5-pro7, wässerige Karbol säurelösung). 
Schliefilich folgt in bekannter Weise Abspülen, Trocknen und Bin- 
schlieBen. um recht sanbere Präparate zu erhalten, kann man sie 
vor dem Beizen und nach dem Färben mit schwacher Essigsäure 
bebandeln (vgl. § ;-t7). 

Literatur: Die betreffenden Kapitel in den auf S. 2 ge- 
nannten Lehr- und Handbüchern für mikroskopische und allgemeiu- 
bakteriologiache Technik, femer Lehmann und Nenmann, Orund- 
riö der Bakteriologie. 



VI. Knlturelle Prflfnng 
28, Plattenktiltaren. Die Isolierung der Bakterien 
wurde zuerst (von R. Koch und dessen Schülern) derart 

ausgeführt, daß man die geimpfte Gelatine auf Glasplatten 
ausgoß. Auch die jetzt fast ausschlielilich in Petri-Sclralen 
angelegten Gußkulturen bezeichnet man deshalb noch oft als 
„Plattenkulturen". Zur Herstellung dient Gelatine (g 21) 
oder Agar (i^ 34). Über das Aussehen der Kolonien wurde 
bereits (g§ 18 und 21) gesprochen. Die Reinkultur-Platten 
der Luft- und Waaserbakterien sind in ihrer fortschreitenden 
Entwicklung genau zu beobachten. 

Für besonders genaue Untersuchungen sind die Petrischalen 
besser durch sog. Soyka-P lasch eben zu ersetzen, bei denen Fremd- 
infektionen fast vollkommea ausgeschlossen sind. Das Substrat wird 
zunächst wie in Reagenzgläsern sterilisiert und geimpft; dnrch 
FUchlegen erhält man die „Platten". 



byGooglc 



VI. Kulturelle Prüfung 



47 



Eventuell kanu man auch durch Auftragen einer geringen 
Bakterienmeuge auf die Mitte der Bteril erstarrten Scheibe Riesen- 
kolonien entstehen lassen, die sehr cttaratcteristische Bilder liefern 
(Abb. 23). 

29. Strichkultiiren. Mit der Platinöse wird aus den 
BouiUonröhrchen auf schräg erstarrtes Agar und aut 
Kartoffel übergeimpft, in- 
dem mit' der flach aufgelegten 
Öse über die ganze Fläche hin 
(beim Agar im Kondenawasser 
beginnend!) ein gerader Strich 
gezogen wird. Das Agar darf 
dabei nicht verletzt werden. 
Bei der Kartoffel empfiehlt es 
sich, das Material nicht bloß 
aufzustreichen, sondern einzu- 
reiben. Auf Agar pflegt die 
Entwicklung (besonders wenn 
die frisch isolierten Kulturen 
bei 38" C. gehalten werden) 
sehr lebhaft zu sein; meist ist 
schon nach einem Tage eine 
ausgebreitete Auflage sichtbar. 
Farbe, Glanz, Konsistenz, Be- 
schaffenheit der Oberfläche und 
des Randes, 0-eruch usw. sind 
von Tag zu Tag an den in 
die Reagenzglas-Gestelle plazierten Kulturen zu prüfen. In 
älteren Agarkulturen sind Kristallbildungen verschiedener 
Art (MgNH^POi u. a.) nicht selten. 

Gelatine pflegt man nur selten zu Strichkulturen xu verwenden, 
da sie von sehr vielen Bakterien verflüssigt wird. Dagegen sind 
bisher nur einige wenige Arten bekannt, die Agar sur Auflösung 



Abb. 23. Sojka-Pläschclien 

nit Riesenfaolonie von AtotobtKter. 

es. •/, natan. GrÖBe. 
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bringen (Tergl. Gran, Centralbl. f. Bakt., 11. Abt., 9, 8. 562 Dod 
Biernacki, ebenda, 29, S. 166). 

30. Stichkolturen. Von einer junges Agar-Strichkultur 
entnimmt man mit der Platinnadel eine geringe Menge 
Material und sticht dieses in die Gelatine und in das 
Traubenzucker-Agar ein (Abb. 24). Der Stieb muß 
genau in der Mitte in gerader Richtung bia zum Boden 

des Glases geführt werden; seit- 
liches Zerdrücken des Substrates 
ist zu vermeiden. Hart gewor- 
dene Gelatine, die hierbei leicht 
aufreißt, ist vorher zu verflüssigen 
und von neuem zum Erstarren 
zn bringen. Am Traubenzucker- 
Agar-Stich ist in erster Linie auf 
^ eintretende oder ausbleibendeGas- 
Q \ entwicklnng zu achten. An der 
Gelatine-Stichknltur ist die Ent- 
wicklung an der Oberfläche (sog, 
Auflage) und im Stich (Aus- 
dehnung, Stärke, Aussehen) so- 
wie die Art der etwaigen Gela- 
. tine -Verflüssigung genau zu be- 
obachten und zu beschreiben 
(Abb. 25). 

31. Flüssige Kultoren. Von der Bouillonkultur wird 
unter Benutzung der Flatinöse in Milch flbergeimpft. 
Diese bleibt entweder unverändert, oder sie wird verfärbt, 
durch Säure oder Lab koaguliert (Reaktionsprüfung!), auf- 
gehellt (peptonisiert), oder es machen sich ahnormeÄnderungen 
des Geschmackes, des Geruches oder der Konsistenz (Schleim- 
oder Gasbildung) bemerklich. An den Bouillongläschen 
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ist festzuatellen: Stärke und Art der Trübung, Haat- oder 
Ringbildung (an der Oberfläche), Auftreten von Bodensatz, 
Verfärbung, Geruch, Ronsistenzänderungen uaw. 

Von diagnogtischer Wichtigkeit ist mitunter der Nachweis 
von in der Bauillon gebildetem Iitdol. Dieees wird meist (nach 
SalkuwBki) in der Weise ermittelt, daß man die mindestens eine 
Woche alte Bonillon zuerst mit ca. 4 ccm 10-proz. Schwefelsäure, dann 
mit '/} — 2 ccm '/i'?''''''''!^' Natriumnitrit erwärmt (blaorute F&rbuDg 
zeigt Indul au). ZuverläBsiger ist indessen folgendes von Ehrlich 
angegebene Verfahren: Der Bonillonkaltur werden zunächst 5 ccm 



T 



h 



Abb. S5. Qclatine-StiohkDltureD. '/> i^l^rl. QritBe. 

i) Nicht vcrflBaaigcnde aof . Nagelkopf-Kultur, b) Schalenfärmiga 

Terflfiasignng, Ästebcnbildnng im Stich, c) Kugelige TerflSsBigung, 

geringe Entwieklnng im Stich, d) Spiti-trichterförmige VerflüBsi- 

gung. e) Zjlindrische VerflüsBigimg. 



einer salzBauren Dimethyl-amido-benzaldehyd- Lösung (4 g Para- 
dimethyl-amido-beuzaldehyd -\- 380 ccm 96-pioz. Alkohol -|- SO ccm 

konzentrierte Saluänre), dann 5 ccm einer gesättigten wässerigen 
Ealinrnpersolfat- Lösung hinzugefügt; Indol gibt intensive Rot- 
f&ibung. Die Lösungen werden gebrauchsfertig von Grübler & Co. 
in Leipzig geliefert. Vergl. A. Böhme, Centralbl. f. Bakt, I. Abt, 
Orig. 40, S. 129. 

Auf etwa entweichenden Schwefelwasserstoff kann durch 
Einhängen eines Streifchens Papier -\- Bleiazetat (Schwaizförbung) 
geprüft werden (vergl. auch § 132). 

Lfihnii, Pitkükum. 4 
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In aÜen Foüm i»t jede KuliUT mittels Etikette genau m 6c- 
eeietmm (Journal-Nummer, Subatrat, Datwn). 

S2. PrUfangr Tergckled«Der Kohlenstoff- nnd 8tickstoff- 
qnellen. In den meistou FSIleo gestattet die Prüfang auf den 

sechs Standard -Nährböden eine hinreichend sichere Erkennung der 
Art der untersuchten Bakteriea. Mitnoter er- 
scheint es jedoch angezeigt, auch noch das 
Yerhalten gegen andere Kohlenstoff- und Stick- 
stott-Qnetten festzustellen. Oher die ganz spezi- 
ellen ÄDSpiüche mancher Dünger- und Boden- 
Organismen wird weiterhin (AbBcbsitt C nnd D) 
za sprechen sein. Zonächst handelt es sich nur 
am ¥enuche von allgemein -diagnostiBcher Be- 
deutung. 

Neben dem Traabenzncker können 
andere Zackerarten (Laktose, Saccharose, 
Maltose, Galaktose usw.), Alkohole (Man- 
nit, Glyzerin usw.), Fette, Salze organi- 
scher Sänren(Laktate, Matate, Succinat« nsw.) 
and andere C-Qnellea berück siohtigt werden. 
Man setzt sie (gewöhnlich in Mengen vou '/, 
bis 2%) ^nvor entzückerter Bouillon zu. 

Die EntzuckcTQDg der Bouillon ge- 
schieht in der Weise, dafi man Milchsäure- 
Streptokokken oder Coli-Bakterien einsäet, ein 
bis zwei Tage bei 30—38" C bebrütet, dann 
Abb. 26. OMbUdong ^^j^^^^ neatreligiert, filtriert nnd sterilisiert, 
in ZucEergelatine- ' 

SehUtleltnltnr. Lackmuszusatz gibt Aasknnft über 

Säureprodaktion. 
Neben Bouillon kann auoh (zuckerfreie) Gelatine Verwendung 
finden. Besonders instniktiTe Ergebnisse pflegen Scbüttel- 
kulturen zu liefern. Man erhält diese, indem man die Keime in 
der verflüssigten Gelatine gut verteilt nnd die Gelatine rasch erstarren 
läSt. Wird der betreffende Zacker vergoren, so werden zahlreiche 
Gasblasen in der Gelatine sichtbu (Abb. 26). Agar i«t weniger 
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hieran geeignet, weil darin beim Sterilieieran meist etwtts Tranben- 
zncher gebildet wird. 

Zum Anftdugen der GärangBgaee bedient man sieb verhSltnis- 
müfiig am hSafigstea der GärkStbcheD nach Tb. Smith (Abb. 37); 
das eventuell produzierte Gas sammelt sieb (teilweise] in dem laagen 
Scbeokel und kann hier (bei entsprechender Gradaierang) gemessen 
sowie qualitativ ant CO, nnd H geprüft werden. Die Apparate 
leiden daran, dafi sie schwierig zu reinigen und leicht zerbrechlich sind. 
— Nach Bnrri und Düggeli (Centralbl. f. Bakl, I. Abt., Orig. 49, 
S. 155 ff.) kann man ein starkwandiges Glasrobr von 40—50 cm 
Länge erst mit 10 ccm geimpftem Zuckeragar be- 
schicken nnd (nach dem Erstarren) eine Deckschiebt 
TOD 60—80° warmem Wasseragar anfgieBen; das 
Bohr wird horizontal im Bmtscbrank aafbewahrt, 
die Bewegnog des „gleitenden A garpfropf eng" 
orientiert über die Intensität der Gasbitdang, Eom- 
pendiüsere, auch für genanere Gasanalysen geeig- 
nete Apparate konstruierten u.a. Epstein (Ceutralbl. 
f. Bakt, II.Abt., «, S. 658), Hofstädter (ebenda, 

18, S. 785), Beijerinck und Minkman (ebenda, 

25, S. 82). Meist wird es jedoch genügen, nach voll- ^j^j^ jj 
ständigem Füllen des VersuchsgefaBes einen (im Qärkölbchen n«eh 
Autoklav sterilisierten) durchbohrten, mit gebogenem Th. Smith. 
Glasrohr versehenen Kautachukalöpfen aufzusetzen V>°*'^"''-*''ö88- 
nnd die Gärungsgase unter Wasser aufzufangen. 

Znr Prüfung der im einzelnen Falle verwendbaren Stickstoff- 
quellen kSonen eventuell folgende Lösungen in Betracht kommen, 
die in bekannter Weise in Reagenzgläser portioniert und an drei 
aufeinander folgenden Tagen sterilisiert werden : 

Peptomoa»ger: 100 Leitungswasser, 1 Pepton aiccnm 'Witte, 
I Kochsalz; nach dem Erhitzen an filtrieren. 

CoftnseAe N/ätrlötung: 100 destill. Wasser, 1 weinsaiires Ammon, 
0,5 KjHPOi, 0,5 MgS0i(+7 HjO), 0,05 Ca,(PO,),; nicht filtriert. 

Utdnnsl^tdte NOhrlSming: 100 destill. Wasser, 3—4 Glyzerin, 
0,6- 0,7 Ammoniaktat, 0^—0,4 asparaginsaures Natron, 0,6 bis 
0,7 NaCl, 0,2-0,25 K,HPOi, 0,02—0,04 MgSO,, 0,01 CaCI,. 
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FränkeUdte Nohrldmng: 100 dertül. W&Baer, 0,6 AmmoDl&ktat, 
0,4 ÄBparagin, 0,5 NaCI, 0,2 K,HPOj; mit verdümiter NaOfl deut- 
lich alkalisch gemacht. 

MaaßtnsiAe Nährlötung: 100 dest. Wasser, 0,7 Äpfelaäure, mit 
reinem KOH neutralisiert; daxu 1 Äsparagin, 0,2 E,HPOf, 0,25 
NftgCOi kristallisiert, 0,04 MgSO., 0,001 CaCl, siccnm. Erentoell 
werden 1,5—4"/» Zucker, Glyzerin, Maunit usw. hinzugefügt 

Yergl. ferner die von A. Meyer Bugegebenen NShrläsungeD 
(8. Gottheil, Centralbl. f.Bakt, II. Abt., 7, S. 432 nnd A. Meyer, 
Praktikum der botan. Bakterienknnde, 1903, S. 22 ff.) sowie die iu 
den Abschnitten B bis D angeführten, speziellen Nährsubstrate. 

TU. Henbakterien. Bakteriensporen. 
33. Zfiehtang der Ueubakterien. Einige Gramm fein 
zerschnittenes Heu werden im fiecherglase mit Leitungs- 
wasser Übergossen und mehrfach gründlich durchgerührt. 
Nach 1—2 Stunden filtriert man die Flüssigkeit dxaxh ein 
Tuch ab, füllt ca. 100 com davon in einen 300 ccm- Erlen- 
meyer- Kolben und erhitzt („pasteurisiert") die Lösung 
•/j Stunde im strBmenden Dampf. Außerdem werden 10 ccm 
in einen 50 ccm-Erlenmeyer-Kolben gefüllt, und beide Kolben 
in den Brutschrank (38" C.) gestellt. Sobald Entwicklung 
eingetreten ist, wird mikroskopiert (Tuschepräparat und 
h&ngender Tropfen). In der nicht erhitzten Flüssigkeit 
linden sich allerhand Bakterien, Pilze und Protozoen, in 
der erhitzten nur große, bewegliche Stäbchen, die eventuell 
auch schon Sporen enthalten (runde, stark lichtbrechende 
Zelleinschlüsse, vergl. Taf. I, Abb. 4). Von der pasteuri- 
sierten Kultur sind Gelatine- und Agarplatten anzufertigen; 
die auftretenden Kolonien sind in den verschiedenen Stadien 
genau zu beschreiben. Nicht immer erhält man den Heu- 
bazillus i. e. S. (Bac. subtilis), oft treten statt dessen ver- 
wandte Formen auf, besonders der sog. Kartoffelbazillus 
(Bac. mesentericus). Eine oder zwei der sporenbüdendeo 
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Stämme sind nach erfolgter Reinigung auf die sechs Standard- 
Nährböden überzuimpfen. 

34. Anfertigiing Ton Agar-Gufikulturen. Für die- 
jenigen, besonders unter den Sporenbildnem häufigen Formen, 
die besser bei 38* als bei 20' C. gedeihen, benutzt man für 
die Qußkulturen oft Agar statt Gelatine. Dabei ist die 
Schwerschmelzbarkeit des Agars sowie dessen rasches Er- 
starren bei 40* C. entsprechend zu berücksichtigen. Die 
nötige Zahl Agargläschen werden im Becherglas mit Wasser 
(im Dampf oder Über der offenen Flamme) zum Schmelzen 
gebracht; durch Hinzufügen kalten Wassers erniedrigt man 
die Temperatur des Wassers auf 45° C, Durch eine unter- 
gestellte kleine Flamme wird die Temperatur konstant er- 
halten, nach 5 — 10 Minuten hat sich auch das Agar auf ca. 
45** abgekühlt, so daß nnn das Impfen in bekannter Weise 
(§ 21) vorgenommen werden kann, ohne daß die Bakterien 
durch allzu hohe Wfirme leiden. Um andrerseits ein vor- 
zeitiges Erstarren des Agars zu vermeiden, ist rasches 
Arbeiten unbedingt erforderlich. Augenbhcklich nicht ge- 
brauchte Gläser sind stets sofort wieder in das Wasserbad 
zurückzustellen; Verwechslungen kann durch Anbringen 
einer einfachen Marke am Wattestopfen (Drehen einer oder 
zwei Spitzen oder dergl.) vorgebeugt werden. Nach dem 
Ausgießen in die Schale ist das Agar schnell durch Hin- 
und Hemeigen gut zu verteilen. Sobald die Platte fest ge- 
worden ist, wird die Schale umgekehrt, ein Stück abge- 
flammtes Filtrierpapier (ca. 4 qcm) in den Schatendeckel 
gelegt und ein Tropfen Glyzerin darauf gebracht. Auch 
im Thermostaten wird die Schale umgekehrt aufbewahrt. 
Man vermeidet so, daß sich das vom Agar ausgepreßte 
Wasser auf der Oberfläche ausbreitet; das Glyzerin fördert 
die Verdunstung. Während ohne besondere Vorsichtsmaß- 
regeln ein Zosammenflieäen der Kolonien auf Agar häufig 
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ist, erhält man unter Beachtung der angegebenen Regeln 
auch anf diesem Substrat gut isolierte Änaiedlungen. 

35. Ffirbung naeh Gram. Diese für diagnostische 
Zwecke mitunter wichtige Methode wird folgendermaßen 
ausgeführt: 

1. Aus einer 1 — 2 Tage alten Bouillon- oder Agar- 
kultur des Heubazillus wird in der üblichen Weise {§ 22) 
ein Ausstrichpräparat angefertigt und fhmert. 

2. Man färbt zwei Minuten unter schwachem Erwärmen 
mit einer Änüin-Viktoriablau - Lbmng folgender Zusammen- 
setzung: 

3—4 ccm koDZ. alkoh. Viktoriablan | . , ^ i ,^ i- 

5 T«,pfe. A.ilM „^°'f^?t u 

30ccmd..lill.W...„ I g.b...ch.t»t,g. 

3. Nach Abgießen der Farblösung gibt man JodJod- 
kalium (sog. Lugolsche Lösung: 100 destill. Wasser, 1 JK, 
0,3 J) anf das Präparat und läßt ebenfalls zwei Minuten 
(ohne Erwärmen) einwirken. 

4. Nach Abgießen des Jod- Jodkaliums spült man mit 
Alcohot abtoluttig, bis kein Farbstoff mehr abgegeben wird. 

5. Zuletzt wird, wie gewöhnlich, mit Wasser abgespült. 
getrocknet und in Eanadabalsam dngesehlossen. 

Die Gramsche „Färbung" ist eigentlich eine „Ent- 
färbung". Manche Bakterien geben bei der Behandlung 
mit Alkohol den Farbstoff an diesen ab, andre (z. B. der 
Heubazillus im jugendlichen Stadium) nicht. Ans alten 
Kulturen erhält man indessen auch bei sonst „grampositiven " 
Arten „ gramnegative " Zellen, und manche Formen (z. B. 
die Knöllchenbakterien) zeigen noch größere Unregelmäßig- 
keiten. 
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Eine Ägargtrichkiiltiir des HenbazilluB hält man sich zweck- 
mäflig als Testmaterial für die Gramfärbniig Torrätig. Bei der 
Prüfung andrer Artm kann man dann in ZweifelsKllen jnnge Hen- 
bazillen beimischen nnd deren Krberisches Verhalten als Maßstab 
benntzen. 

36. BakteriensiKiren. 8 — 14 Tage alte Kulturen des 
Heubazillus (speziell von Heudekokt, Agar oder Kartoffeln) 
pflegen sehr reich an sporenh altigen Stäbchen und an freien 
Sporen zu sein. Lebhafte Sporenbildung erhält man ge- 
wöhnlich auch dann, wenn man die in lebhafter Entwicklang 
begriffene Bakterienmasse (von Bouillon, Agar und dei^l.) 
in sterilisiertes Leitungswasser übertrftgt. 

Im hängenden Tropfen sind die fertig ausgebildeten 
Sporen besonders bei ziemlich weit geschlossener Blende 
als stark lichtbrechende Kömer in der Regel sehr gut zu 
erkennen. In dem in gewöhnlicher Weise gefärbten Aus- 
strichpräparat erscheinen in der Entstehung begriffene 
Sporen {d. i. konzentriertes Eiweiß) als besonders intensiv 
gefärbte Teile des Bakterienleibes. Fertig ausgebildete 
Sporen bleiben dagegen im Innern ungefärbt nnd nehmen 
nur in der äußersten Schicht wenig Farbe auf. Wenn sie 
sich noch in den Stäbchen befinden, stellen sie sich als 
helle runde Stellen in den gefärbten Zellen dar. 

Eine sichere Bntscheidnng darüber, ob es sich bei derartigen 
Erscheinungen wirklich nm Sporen handelt, ist jedoch nach dem 
bloBen Anblick nicht zu f&llen. Vaknolen, Petttropfen u. a. kSunen 
Sporen vortinschen. Znr Gewinnung eines begrnndeten Urteils ist 
die Paatenrisierung, die Anwendung der Sporenffirbung und 
die Beobachtung der Sporenkeimnng erforderlich. 

Pagteurinerung. Von dem anscheinend sporenhaltigen 
Material werden 2 — 3 Ösen voll in ein Bouillonröhrchen 
übergeimpft und festgestellt, ob in diesem noch Entwicklung 
eintritt, wenn es zunächst eine Stunde bei ca. 80'' C. ge- 
halten wurde. 
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Das BoDillonglilBcheD sowie ein ca. 10 ccm WasBer enthalteDdes 
offenes Reagenzglas stellen wir in ein mit Wasser gefülltes Becher- 
gla«. In das Wasaerrölirchea wird ein Thermometer eingelegt nnd 
dorch eine untergestellte, nach Bedarf regulierte Flamme die Tem- 
peratur anf annähernd 80° C gehalten. 

Igt genauere Anskonft über die Eochfestigkeit der betreffenden 
Sporen erwünscht, so stellt man eine grSBere Zahl reichlicli mit 
sporeohaltigem Material geimpfte BonillongläEcben in das auf ca. 
100* C erhitzte Waeserbad und nimmt in bestimmten Abständen 
(z. B. alle zwei oder fünf Hinnten) je ein Glas herana, das sofort 
in kaltem Wasser hinreichend abgekühlt wird. 

SporenfSrbung. Es bestehen zahlreiche Vorschriften; 
2. B. kann man folgendermaßen verfahren: 

1. Es wird in bekannter Weise ein Ausstnehpräparat 
angelegt, getrocknet und fixiert. 

2. Man bedeckt die Bakterienschicht mit Karbolfvehtin 
(ein Teil konz. alkoh. Fuchsin + neun Teile 5-proz. 
wässerige KarbolsÄure-Lösung). 

3. Das Präparat wird 3—5 Minuten erwärmt. Der mit 
der Farblösung beschickte Objektti^er wird bis zur be- 
ginnenden Dampfentwicklung über die (kleine!) Flamme 
gehalten, für kurze Zeit zur Seite gezogen, wieder über 
die Flamme gebracht und dies drei- bis fünfmal wiederholt. 

4. Nach dem Abgießen der Farblösung spült man '/g bis 
1 Minute mit 3proz. Sahaäwe-Aikohol, bis die rote Farbe 
fast verschwunden ist. 

5. Es wird gründlich mit Wasser abgespült, mit wässerigem 
Methylenblau (20—30 Sekunden) tiachgeßrbl, getrocknet und 
in Balsam eingesehlosgen. 

Die Sporen müssen rot, die Stäbchen blan erscheinen. NStigen- 
falls ist die Behandlung mit dem heiBen Karbolfachsin zu verlfingem 
oder mit dem Salzsäuren Alkohol gründlicher zo enterben. Be- 
sonders schwer förbbare Sporen werden zweckmäSig vor dem Färben 
Vi — 2 Minuten mit 5-proz. Chromsäurelösnng bebandelt (mazeriert). 
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^orenkeifnung. In zweifelhaften Ffillen gibt allein die 
direkte Beobachtung des Äuskeimens einwandfreie Auskunft 
über die Sporennatur der fraglichen Gebilde. Derartige 
Prüfungen erfordern nicht selten große Änsdauer und ge- 
langen deshalb nur in Ausnahmefällen zur Anwendung. 

Aua einer viel Sporen enthaltenden Ag&rkultnr bereitet man 
BJch in einem BeagenzglaB mit wenig Waeaer eine stark getrübte 
Emalsion, die man 5—10 Hionten bei ca. 80° C hält. Man über- 
trägt 2—3 öaea des pastenriaierten Haterialea anf ein in der Flamm« 
st^rilisiertea Deckglas, atreicbt ana nnd läBt antrocknen, Dann gibt 
man einen Tropfen flüaaigsB Nähragar auf und verfährt nach dem 
Erstarren des Tropfens und Äbflammen dea Objektträgers nach dem 
Prinzip des „hängenden Tropfens" (g 25). Wegen der leichten 
Schmelzbarkeit der Vaseline ist znr Befestignng Eanadabalsam zn 
benutzen. Man legt das Fi^parat in den Brutschrank; (38* C) und 
kontrolliert von Zeit zn Zeit (je Vi~l Stande), ob die Keimung be- 
ginnt. Ist sie einmal in Gang gekommen, so laflt sie sich in der 
Reget anch bei Zimmertemperatur unter dem Mikroskop gnt verfolgen. 
Besonders für derartige Zwecke konstruierte Heizvorricbtnngen sind 
relativ teuer. 

Vm. Beschreibnog und Bestimmnng der Bakterien 

37. Bakterie nbeschrelbunf;. Man gewöhne sich von 
vornherein an recht genaue und vollständige schriftliche 
Wiedergabe des Gesehenen. Einfache Zeichnungen können 
dabei oft sehr von Nutzen sein. Das auf S. 58 und 59 
reproduzierte, stets zwei einander gegenüberliegende Seiten 
des Arbeitsjoumals füllende Schema, hat sich wiederholt 
als nützlich erwiesen. Am Kopf der linken Seite wird die 
provisorische Benennung der betreffenden Kultur, rechts 
oben der wirkliche Artenname notiert, sobald dieser nach 
den Ei^ebnissen der Untersuchung feststeht. Die Kulturen 
sind in der Regel vier Wochen hindurch (bei genauen 
Prüfungen länger) zu kontrollieren. 
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W. 2 (grün). 



Fonn und Größe: An den Eaden abgentndet« Stäbehen. Lebd. 
'/j— '/* 1" •li'^'^i 1'/) V- lang:, oft zu zweien, auch 
längere Fäden. Gefärbt etwas dünner. Fäden 10 
bis 15 |L lang. 

Beweglichkeit: lebhaft. 

Färibarkeit: gnt mit gewöbnl. Anilinfarben. Nicht nach Gram. 

SporerMtdung: war nicht zn beobachten. 

FUisdigetatineptaUe: Obertläohenkol. makroBkopisch: Rundl., 
nndurch sichtige Häotchen, BchalenfBnnige Ver- 
flüsaigang, Verfl. Gelatine getrübt, Kolonie zer- 
fällt krÜTDelig. Gelatine grün geßlrbt. 

OberfUchenko].mikroakopiach(50-(ach): 
Junge Eol. rundlich, von unregelmäSiger Struktur, 
Diit Haarkranz (Zeichnung A). — Ältere Eol. im 
Zentrnm kompakt, nach aaflen hin krümelig zer- 
fallend (Zeichnung B). 

Tiefenkol. makruskopisch: meist weill- 
g-elbl. Pünktchen und Scheiben, z.T. bläulich weifte, 
nnregelmäBig umrandete Häntchen. 

Tiefenkol. mikroskopisch: Punktfünnige 
Eol. gelbbraun, hückerig, nnregelm. gekerbter 
Rand. Hautartige Kol. stark granulierte, hell- 
graue Schleier mit unregelm. zerfranstem Rand. 
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Baot. flnoreseens (Flügge) Lehui. et Neum. 

I'leüdiagar-Strkh: Flacher, undnrcbBictitiger, grauweiSer, glänzeader 
Belag. Rand fein eingeschnittfin , danun graoer, 
daichsicbtiger, dünner Überzug aaf dem Agar. 
KondeoBwasser klar, weiSl. Bodeoaate. Agar stark 
grüD ftnoreazierend. Uaangenebmer Oerach. 

Trauberuii^er-Agar-StüA: Ziemlich gute, fiideiifSrmige Entwicklung 
im Stieb. Auflage granweifi, glänzend, aus- 
gebreitet. Agar flaoresziert. Eein Gas. 

Flcitchgelaline-Stieh: Gute Entwicklnng im Stich, gelblich. Graa- 
wei£liche Auflage mit fein gebuchtetem Rand, 
sinkt achalenförmig ein. Verflüssigung später 
zylindrisch. Getbgrüne Flaoreszenz. 

Boaillon: Starke Trübung. Lockeres Häutchen. Qrün fluoreszierend. 
Unangenehmer Geruch. Deutlich alkalisch. Kein 

Milch: Langsam (iu Schichten) aufgehellt. Vun oben her grün verfBrbt. 

Karloffel: Gelblich -graubrauner, mattglänzender, ausgedehnter Belag. 

Bwufrlcungen: Glukose-Bouillon kein Gas, alkal. Reaktion. Saccha- 
rose-Bouillon ebenso, Laktose-Bouillon desgl. 

Nitrat-Bouillon: Nitrat versehwindet ohne Gas- 
bilduDg. 
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Form und Größe der Bakterien sind an Präparaten 
festzustellen, die mit Material von verschiedenen Substraten 
(meist Agar, Bouillon und Kartoffel) angefertigt wurden. 

Yon den festen SabstrateD ht stets nar wenig Uaterial mit 
der Plationndel zn entnehmen and in einem 'Wassertropfen sorgf&ltig 
ZQ verreiben. TTm recht sauber geffirbte ÄaBetrichpiUparate za er- 
hatten, ist es zuweilen angebracht, nach dem Abspülen ganz kurz 
mit sehr verdnnnter Eesigsänre (1 Eisessig : 200 Wasser) zu 
behandeln, nochmals abzuspülen nnd rasch za trocknen. Anhaftende 
Kährbodenteile nsw. werden dadurch beseitigt. 

Von Milch kulturen geben Tuschepräparate oft recht gnte Bilder 
[vergl. g 34). Soll gefürbt werden, so ist (zur Entfernung des Fettes) 
nach dem Antrocknen mit Alkohol und Ither vorzubefaandeln i 
Alkohol fixiert gleichzeitig. Wegen einer speziellen Methode znr 
Gewinnung gut gefärbter Fi^parate ans geronnener Milch s. g 60. 

Handelt es sich um eine anscheinend noch nicht in der 
Literatur beschriebene Art, so wiederhole man die Unter- 
suchung mehrfach und dehne sie möglichst weit aus, um 
anch über die oft sehr bedeutende Variationsbreite genü- 
gende Auskunft zu erlangen. 

Jedenfall» vermeide man m streng, auf Grund einiger weniger 
Beobachtungen die bereils außerordentlich große Zahl ungenügend 
beschriebener, angeblieh neuer Arten weiter zu vermehrai. 

Vermag man in der Literatur keine Beschreibung auf- 
zufinden, die sich mit den eigenen Beobachtungen vollständig 
deckt, so genügt es meist, mit wenigen Worten anzugeben, 
inwiefern der untersuchte Stamm von der an der betreffen- 
den Stelle veröffentbchten Ariibeschreibung abweicht. 

Recht zweckmäßig ist unter Umständen die kurze 
Wiedergabe charakteristischer Merkmale unter Verwendung 
der von der „Gesellschaft amerikanischer Bakteriologen" 
angenommenen, nachstehend reproduzierten Nummem-Be- 
zeichnung. 
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100. mit Spoien 



10. 



.0001 Denitrifikation (N- 

Entbindnog) 
.0002 Nitrate nicht redn- 

.0003 Nitratredaktion 

(obne GaabiiduDg) 
.00001 flaoreszierend 
.00002 violett gefärbt 
.00003 blao „ 

.00004 RTÜn „ 

.00005 gelb „ 

.00006 orange „ 
.00007 rot „ 

.00008 braan „ 
.00009 rosa „ 

.00000 nicht „ 

z. B. lanteQ die Zahlen bei 
Bact.fluoreacens: 221.33331 
Streptoo. lactiBi 222.22220 

38. Bakterienbestimmung:. Die Identifiziening der 
isolierten Arten ist nicht immer leicht. Die im Anhang I 
beigefügten, tabellarischen Zusammenstellungen sind zur 
ersten Orientierung bestimmt. Näheres ist in den auf 8. 2 
angegebenen Werken über all gern ein -bakteriologische und 
über speziell agrikulturbakteriologische Diagnostik nach- 



Dhne 

obligat agrob 
9. fuknltativ anaerob 
). obligat anaerob 

1. Qelatine verflüsBigt 

2, Gelatine nicht verflösBigt 

.1 Säure und Gas aus Glukose 
.2 Säure, kein Gas ans Gtakose 
.3 Keine Säure aua Glukose 
.4 Kein Wachstum mit Glukose 
.01 Sänre und Oaa aus LaktoBe 
.02 Säure, kein Gas aus Laktose 
.03 Keine Säure aus Laktose 
,04 Kein Wachstum mit Laktose 
.001 Säure und Gas aus Saccharose 
.002 SäureikeinGasansSacchaToge 
.003 Keine Säure aus Saccharose 
.004 KeiaWachBtamm.SaccbaroBe 



Sammelwerke, in denen (wie bei Migala und Matzuschita) 
alle die oft höchst nngenanen, sog. Ärtbeschreibongen kritiklos 
aneinander gereiht wurden, sind für den Anfänger so gnt wie nn- 
branchbar. Als sehr wertvoll hat sich dagegen fast in allen Fällen 
der „Atlas und GmndriS" von Lehmann und Neumann erwiesen. 
Zwar sind darin die medizinisch wichtigen Bakterien an erster Stelle 
herttckaichtigt, doch läfit das Werk aach bei agrikultnrbakterio- 
logischen Untersuchungen nur selten im Stich. Der im Anhange I 
beigefügte Bestimm nngsschlüssel ist in Anlehnung an die be- 
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treffenden Zuaammeiistellnngen der genannten Antoren nnt«r 6e> 
r&cksichtigung der für Dneere Zwecke notwendigen Künnngen and 
Erweiterungen entwarfen worden. Die bei Lehmann und Nau- 
mann fehlenden Beechrei bangen einiger landwirtechaftlicli besonders 
wichtigen Bakterien müsBen in den Originalarbeiten nachgelesen 
werden, die sich in meinem „Handbuch der landwirtschaftlichen 
Bakteriologie" litiert finden. Yergl. anfierdem die weiterhin in ver- 
schiedenen Kapiteln der Abschnitte B bia D folgenden speziellen 
Angaben. 

39. Fortzüohtung der Reinknlturen. Nnr bei regel- 
mä£ig und häufig (nach wenigen Tagen) wiederholten Uber- 
impfungeu gelingt es mit einiger Sicherheit, eine Form in 
ihren Eigenschaften konstant und lebenskräftig zu erhalten. 
Sporenbildende Arten verlieren das Spomlations vermögen 
nicht selten, wenn nicht von Zeit zu Zeit eine entsprechende 
Auslese durch Pasteurisieren vorgenommen wird. Die iso- 
lierten Stämme sind für spätere Versuche in Agar-Strich- 
kulturen vorrätig zu halten. 

EnltoreD nener Arten werden xweckm&fiig der bakteriologischen 
Sammlung von Er&l in Prag überwiesen. Ebendaher ist Vergleichs- 
material zu beziehen. 

IX. Kartoffelbakterien. AnaSrobentechDik 

40. Züflhtun^ der Kartoffelbakterien. Eine nicht ge- 
waschene Kartoffel wird von mehreren Seiten mit dem Messer 
angestochen und in ein mit Wasser gefülltes Becherglas 
gelegt, das man mit einer Olasschale bedeckt in den Brut- 
schrank (380 c) stellt. Nach 1—2 Tagen liefert der hän- 
gende Tropfen ebenso wie die Färbung nach Öram ein sehr 
interessantes und wechselvolles Bild. Aerobe Züchtung 
ergibt u. a. verschiedene Formen aus der Gruppe des „Kar- 
toffelbazillus" (Bac. mesentericus). Bei Luftabschluß kommen 
dagegen besonders Buttersäurebazillen (Bac. amylobacter) 
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IX. Eartoffelbftkterien. AnsSrolie 



zur Entwicklung, die bei der 
Sporenbildung oft keulen- 
förmig anschweUen (sog. Clo- 
stridium-Form en) . 

41. Isolierung «hligat 
anaSrobet Bakterien. Zwei 
B umsehe Eöhren werden 
nach gründlicher Reinigung 
(an dem einen Ende mit Kaut- 
schukstopfen, am andern mit 
Watte verschlossen) im Auto- 
klaven (2 Atm.) oder Im 
Dampftopf (2 Std.) sterilisiert. 
Drei Fleischagar- und drei 
Traubenzucker - Agar - Gläs- 
chen werden zum Schmelzen 
gebracht, auf 45'' abgekühlt 
und mit der Faulflüssigkeit 
(zuerst mit der Nadel, bei den 
weiteren Verdünnungen mit 
der Ose) in der Üblichen Weise 
geimpft. In die senkrecht 
(Giunmistopfen nach unten) 
auf die Tischplatte aufgesetzte 
KShre wird jedesmal zuerst 
die dritte (schwächste) 
Verdünnung entleert; durch 
Einsetzen in kaltes Wasser 
bringt man sie rasch znm 
Erstarren. Dann folgt die 
zweite und, nachdem diese 
festgeworden ist, die erste 
Verdünnung. Beide Bnrri- 





a o 

Abb. S8. AQaerobBU-IeoJieiaDg 

in Bnrri -Bohren. '/^ natürl. GräSe. 

Recbls: Fleischiger, Iin)u: Tranben- 

zDCksr-Agnr. 
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Röhren werden im Brutschrank bei 38" C aulbewahrt. Nach 
ein bis zwei Tagen pfleget sich das in Abb. 28 reproduzierte 
Bild zu ergeben: im Traubenzucker-Agar sehr starke, im 
Fleischagar keine oder schwache Gasbildung. Deutlich er- 
kennbare Kolonien sind infolgedessen gewöhnlich nur in 
diesem vorhanden. 

Beim Abimpfen verfährt man folgendermaßen : Auf einen 
Porzellanteller legt man ein Stück Filtrierpapier, zieht den 
Kautschuckstopfen aus der Röhre und läßt aus dem schräg 
gehaltenen Glase vorsichtig den mit gut isoliert liegenden 
Kolonien besetzten Teil des Agars auf das Papier heraus- 
gleiten. Dann wird die Klinge eines (alten) Taschenmessers 
sowie ein Objektträger in der Flamme sterilisiert (abgeflammt, 
nicht geglüht) und mit dem Messer die Agarrolle in Scheiben 
zerschnitten, die man nacheinander flach auf den Objekt- 
träger auflegt. Vor jedem neuen Schnitt ist das Messer 
von neuem zu erhitzen. Man betrachtet nun, wie bei den 
Plattenkulturen, die Kolonien imter dem Mikroskop ; etwaigen 
Luftinfektionen kann durch Auflegen abgeflammter Deck- 
gläser auf die Agarscheiben vorgebeugt werden. Eine gut 
isoUert liegende Kolonie wird dann in gewohnter Weise in 
Bouillon abgeimpft und (nach § 42) unter anaeroben Ver- 
schluß gebracht. Nachdem (bei 38* C) genügende Ent- 
wicklung eingetreten ist, wird das Isolierungsverfahren mit 
Fleischagar nochmals wiederholt. 

42. Beagenzglas-Kulturen obligat anaerober Bak- 
terien. Im Prinzip wird in ganz derselben Weise wie bei 
der Prüfung aerober Arten verfahren. Nur verwendet man 
zweckmäßig starkwandige Gläschen. Diese beschickt 
man (nach gründlicher Reinigung) mit den benötigten Nähr- 
böden und sterilisiert noch ein- bis zweimal unter Watte- 
verschluß. Man benutzt in diesem Falle nicht, wie sonst, 
entfettete, sondern fetthaltige Watte, aus der man fest«, 



D,g,l,..cbyGOOg[C 



IS. Esrtoffelbakt«rten. Aua^robe 



aber nicht weit aus dem Olase hervorragende Stopfen an- 
fertigt. Gleichzeitig stellt man sich 25 ccm einer 20-proz. 
Pyrogallnsaäure - Lösung und ebensoviel 
einer 20-proz. Kalilauge zurecht. 

Der anaerobe Verschluß der geimpften 
Gläschen wird (nach Wright-Burri, 
Abb. 29) folgendermaßen bewirkt. Nach 
erfolgter Impfung des Gläschens schiebt 
man den darauf befindlichen Wattestopfen 
(mit Hilfe des Olasatabes) bis auf etwa 

1 cm Abstand an das Substrat heran. Dar- 
über setzt man einen mäßig lockeren {nicht 
sterilen) Stopfen aus entfetteter Watte, 
der etwa 2 cm unterhalb des Glasrandes 
abschneidet. Auf diesen läßt man zunächst 

2 ccm der Fyrogallussäurelöstmg, danach 
2 ccm der Kalilauge anfflieäen und ver- 
schließt rasch mit einem gut passenden 
Gummistopfen, den man nötigenfalls noch 
mit Paraffin abdichten kann. 

Der schrägen Agarfläche gibt man 
in diesem Falle zweckmäßig eine etwas 
geringere Ausdehnung als gewöhnlich. Im 
übrigen macht dieses sehr handliche Ver- 
fahren alle die zahllosen Komplikationen 
überflüssig, die für die ÄnaBrobenzüchtung 
sonst angegeben wurden. Will man über- 
impfen, so wird zunächst der Gummi- 
stopfen entfernt, dann die mit Pyrogallol 
getränkte Watte (unter Benutzung einer Äbb.as.EnlturglBa 
kräftigen Pinzette, drehend) herausgezogen "•'* An*Eroben- 
und beseitigt, schließüch der sterile Watte- ßra' V^'S'qI! 
stopfen in seine ursprüngliche Lage ge- 

Lahnis, 
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Ä. Einflihrang in die Technik 

bracht. Bei einiger Vorsicht ist es 

vollkommeii ausgeschlosseu , daß die 
Kultur mit Pyrogallol verunreinigt wird. 
43. Plattenkulturen anaSrober 
Baktorien. Man sterilisiert in Petri- 
schalen kleine, rechteckige OlastrSge 
und gießt in diese, statt wie sonst in 
die Schale, die infizierte Gelatine. Nach 
dem Erstarren des Substrats und nach 
gründlicher Sterilisiemng der Hände 
(Reinigen mit Seife, mehrere Minuten 
Eintauchen in l^l^o Snblimatlösung) 
bringt man die Glaströge in weite 
Reagenzgläser, die man nach Wright- 
Burri verschließt (Abb. 30). Nach ein- 
getretener Entwicklung werden die 
Tröge zwecks eingehender Untersuchung 
wieder in sterilisierte Petrischalen ein- 
gestellt. 

Neben diesem vonBurri ersonnenen 
Verfahren scheint auch eine von Heim 
neuerdings angegebene Methode recht 
praktisch zu sein. Die Gußkulturen 
werden hier wie gewöhnlich in Petri- 
schalen angelegt, auf runde Glasscheiben 
von 13 cm Durchmesser wird ein dem 
Umfang der unteren Schalenbälfte ent- 
sprechender Plastilin - Ring aufgelegt 
und in die Mitte hiervon ein Watte- 
X,^^^^^/ bausch (von ca. 0,5 g Schwere). Diesen 

Abb. 30. Anawobe *'*"''*' ™*" zunächst mit 2 ccm Pyro- 
Pitttenknitur n. Barri. gallol-Lösung, hält dann die umgekehrte, 
'/» n«t«'l- Qföfle. die Gußkultur enthaltende Schalenh&lfte 
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darüber, fügt 2 ccm Kalilauge hinzu und sorgt durch rasches 

Eindrucken des Schalenrandes in das Plastilin sovie durch 
sorgfältiges Verstreichen für völligen Luftabschluß. 

Literatur: Wright, CentralW. f. Bakt., L Abt., 2», S. 61; 
Bnrri, Centralbl. f. Bakt, IL Abt., 8, S. 533; Kürsteiner, ebenda, 
1», S. 1, 97, 202, 885, apez. S. 21«. und 97 ff.; Heim, Centralbl. 
t. Bakt, I. Abt., Orig., 55, S. 337. Wegen der anderen Methoden 
vergl. die betreffenden Kapitel in den Lehrbüchern über allgemein- 
bakteriologische Technik. 

X. Spezielle Methoden^) 

44. Aiixano^raphie. Zwecks Feststellung der von den ver- 
schiedenen Mikroorganiümen benStigten oder bevorzugten Nährstoffe 
kann man sich der von Beijerinck angegebenen „anxanograp bi- 
schen" Methode bedienen. Unter Verwendung von Wauer oder rein 
mineralischer Lösung hergestellte Gelatine (bezw. Agar) wird reich- 
lich mit den betreffenden Eeimen geimpft und in Fetrisehalen aus- 
gegossen. Nach dem Erstarren (bei Agar nach hinreichendem 
Trocken werden) der Platte trägt man keimfreie Tröpfchen der zu 
prüfenden Nährstoffe auf; diese diffundieren in das Substrat und 
mischen sich hier in verschiedener Weise. Überall da, wo eine zu- 
sagende Kombination zustande kam, entwickeln sich die Keime und 
man kann aus dem sieb so ergebenden „Änxanogramm" (d. h. Ver- 
mehmngsbild) die entsprechenden Schlüsse ziehen, 

Literatur; Beijerinck, Centralbl. f. Bakt, 7, 1890, S. 347. 

16. PrAfüng anf Sjmblose resp. AntagoDisrnns. Zuweiten 
erscheint es angezeigt, festzustellen,' ob mehrere bestimmte Arten 
aufeinander günstig oder nachteilig einwirken können. Dies kann 
zunächst in der Weise geprüft werden, dafi man (ähnlich wie bei 

') Die in §g 44—48 enthaltenen Angaben sollen zur Orien- 
tierung über einige Methoden dienen, die sowohl von allgemeinem 
Interesse wie im Hinblick auf gewisse Untersuchungen spezieller 
Art (ans dem Qebiete der Molkerei-, Dünger- und Bodenbakteriologie) 
von Wichtigkeit sind. 

5* 



byGooglc 



68 A. Binfüliniiig in die Technik 

der aaianogrnphischen Methode) ein geeignetes Substrat reichlicli 
mit einer Bakterieniirt impft ond nach dem restwerden der Platte 
parallele oder einander kreozende Strichkultureu der anderen Keime 
darauf anlegt. Ferner kann man aber aach verschieden zusammen- 
gesetzte LöBDngen mit annähernd gleichen Mengen der zu prüfenden 
Spezies impfen ond zusehen, ob eine gegenseitige Förderung oder 
Hemmung wahrzunehmen ist 

46. AnhänfnngsTersnche. Anf dem aoeben erwähnten Prinzip 

beruhen die besonders von Prof. Beijerinck in Delft mit großem 
Erfolge benntzt«n, meist sehr instruktiven ÄnhButnngs versuche. Die 
differente chemische Zusammensetzung der Substrate kann in Ver- 
bindung mit den jeweils innegehaltenen physikalischen Versuchs- 
bedingungen (Luftzutritt, Temperatur usw.) in vorzüglicher Weise 
dazn dienen, die an einer bestimmten TJmsetzuDg beteiligten Arten 
ans einem komplizierten Mikrobengem i seh auszulesen und anzu- 
reichern. Besonders für die Dünger- und Bodenbakteriologie (vergl. 
Abschnitt C und D) sind derartige Methoden von hervorragender 
Wichtigkeit. Auch bei den spontanen „Oärnngen" (EinaSnerung 
von Futtermitteln, SSnerung der Milch, Eüsereifnng nsw.) wie bei 
den durch Bakterien erregten Eraukheitserscheinnngen handelt es 
sich sehr oft nm „natürliche Anhäufungen" der aktiven Arten. Im 
Experiment kann jedoch durch Innehalten bestimmter Versuobs- 
bedingungen der Einfluß des „ZufSlligen" in viel bSherem Maße 
eliminiert werden. Im „vollkommenen" Anhänfun^s versuch bleibt 
schließlich nur eine Art übrig und zwar erhält man , was in 
Hjst«matischer Hinsicht von großer Bedeutung ist, alle möglichen 
Varietäten dieser Art, die man oft irrtümlicherweise für besondere 
Spezies halten könnte, wenn sie getrennt aufgefunden und nnter- 
Bucht worden wären. In der Tat sind viele angeblich verschiedene 
Bakterien arten nur unvollständig untersuchte Varietäten einiger 
weniger Spezies. Dieser Überproduktion an „neuen Arten" kann 
mit Hilfe der auf den Anh auf ungs versuch basierten Mikroben-Diagnose 
erfolgreich entgegengearbeitet werden. 

17> Verdflonungsmethode. Die im Anh auf nngs versuch er- 
probten Lösungen können dazn dienen, den numerischen Keimgehalt 
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vergeh iedeu er physiolo^Bcher Grappen im Dünger, Boden naw. xa 
ermitteln. Viele landwirtschaftlich besonders wichtige Bakterien 
wachsen nicht oder nur sehr kümmerlicti auf den sonst gebraachten 
Substraten. Kamentlich lassen die festen Nährböden oft nur wenige 
der vorhandenen Eeitne zur Entwicklung kommen. Man kann statt 
dessen geeignete Nährlösungen unter Verwendung von mindestena 
vier Parallel reihen mit Verdünnungen impfen, die, wie gewöhnlich, 
in Wasser hergestellt wurden. Die in die ersten Gläser bei der 
Impfnng eingeführten Mengen an Erde, Dünger, Milch oder dergl. 
mnsscD (zwecks Erzielung möglichst gleichartiger Versuchsbedin- 
gungen) den anderen VersucbsgefäBen in sterilisiertem Znstande 
ittgesetrt werden. Durch Umrechnung ergibt sich dann annähernd 
die Zahl der in 1 g Substanz vorhandenen Erreger der betreffenden 
Umsetzung (z. B. Salpeterbildner). Allerdings muB man dabei von 
der oft nicht zutreffenden. Voraussetzung ausgehen, dafi in die letiteu 
Ctläser, in denen noch Entwicklung eintrat, nur ein Keim gelangte. 
*8. Ein-Zell-Knltor. Wenn auch gegenüber der älteren Ver- 
dünnongsmethode in Flüssigkeiten die GnSknltur- Methode (nach 
R. Koch) entschieden gröfiere Gewähr dafür bietet, daß tatsächlich 
aus einem Keim entstandene Beinkultnren zur Untersuchung ge- 
langen, so fehlt es doch anch hier noch an der oft wüu sehen s werten 
abaolnten Sicherheit. Nur mit Hilfe einer wirklichen Ein-Zell- 
Kultur kann dieses Ziel erreicht werden, das für die Züchtung der 
relativ grofien SproBpilze schon vor längerer Zeit durch die For- 
sehnngen von £. Chr. Hansen zugänglieh gemacht wurde. Für 
die Bakterien fehlte es dagegen bis vor kurzem an einer geeigneten 
Methode, die aber jetzt in der von ß. Burri ausgearbeiteten Tutdte- 
punkt-KtUtur gegeben ist. Unter Verwendung einer sterilisierten, 
hinreichend verdünnten Tusche-Aufschwemmung (von Grübler ä Co. 
in Leipzig) werden auf einen sauberen, abgefiaromten Objektträger 
mit Hilfe einer großen Platinöse drei bis vier Tusohetropten auf- 
getragen und in diesen das keimbaltige Material in der üblichen 
Weise (zuerst mit der Nadel, weiterhin mit der Öse) fortlaufend 
verdünnt Mit Hilfe einer vorher durch die Flamme gezogenen 
Zeichenfeder überträgt man aas den schwächsten Verdünnungen 
kleiiiate (etwa 0,1 mm groBe) Tröpfchen auf eine sterile Gelatine- 
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platte. Eine Anzahl Petrischalen mit keimfreier GelatiDC sind in 
Toirat zu halten ; die Feder ist in möglichst horizontaler Lage der 
Gelatine leicht zd nähern (nicht aber in diese eioinatechen I). Die 
in Reihen angeordneten Tröpfchen werdeo mit vorher sterilisierten 
kleinen Deckglasstücken (ca. 3x3 mm) hedeckt nnd mit einem 
starken Trockenaystem nntersncht. Die nur einen Keim enthaltenden 
Tröpfchen läBt man entweder an Ort nnd Stelle za einer Kolonie 
auBwacheen, oder man überträgt das mit sterilisierter Pinzette ge- 
faSte Deckglas nebst dem anhaftenden Eeim in ein j^eeignetes 
Substrat. Diese Übertragung gelingt, weil der Keim besser am 
trockenen Deckglas als an der leachten Gelatine haften bleibt. 

Literatur: Bnrri, Das Tu sehe verfahren, 1909, Centralbl. f. 
Bakt., II. Abt., 20, S. 95. 
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XI. Keimgehalt der Milch. Schleuderproben 

49. NKhrlböden. Der Bestand an verfügbaren Reagenz- 
gläsern ist auf 250 Stück zu ergänzen; zwei Liter möglichst 
sauber gewonnene frische Magermilch und 3 — 4 Kartoffeln 
sind zu beschaffen. Nach der in gg 6 — 13 geschilderten 
Arbeitsweise werden zunächst ferti^eatellt: 

80 Olas Fleiachgelatine 15 Glas Bouillon 

30 Glaa Fleischagar 30 OlaE Hilch 

lö GlaB TranbenzDckei^Agar 15 Glas Kartotfeln 
Von der übrigbleibenden Bouillon werden 120 ccm mit 
0,5*/o Milchzucker, der Best mit 0,5 "/^ Aesculin und OiS^/g 
Ferrizitrat versetzt, so daß noch 15 Gläschen Müdmicker- 
ßouiUon und ca. 10 Gläschen Äetcutin-Bouäton (für die Coli- 
probe, § 58) resultieren. 

Weiter bereiten wir uns Molkengelatine und Molkenagar 
nach folgendem Rezept: Die noch vorhandenen 1*/^ Liter 
Magermilch werden bei 35" C mit Lab dick gelegt. Das 
Eoagulum wird mit einem Olasstab grob zerkleinert nnd 
das Gemisch im Wasserbad bis auf etwa 80" C. erhitzt. 
Die Molke wird durch ein Tuch abgeseiht, mit 1 "j^ Pepton 
sicc. Witte und ^/b% Kochsalz versetzt, eine Stunde lang 
im Dampftopf erwärmt u,nd durch Papier filtriert. Vom 
Filtrat werden je 250 ccm (in analoger Weise wie Bouillon) 
zn Molkengelatine und Molkenagar (je 30 Gläschen) ver- 
arbeitet; der Rest wird im 2-Literkolben sterilisiert und 



byGooglc 



72 B' Molkerei-Bakteriologie 

für später reserviert. Motkeo -Nährböden sind entweder gar 
nicht oder doch jedenfalls nur sehr schonend {bis Va Atm.) 
im Autoklaven zu erhitzen. 

Der Migegebene Vorrat an NährsubBtraten reicht ongetthr für 
die in Eapit«l XI— SVIII aogegebenen Übungen, eofern nicht be- 
sonderB aasführliche UnterBuchangen damit verbunden werden. 

Andere eventnell zn beriickucbtigende Nährböden Bind : Heyden- 
Agar (100 destill. WaBser, I NShrBtoff Heyden, 1 Agar), Fkisdi- 
peplon- MolkengelaHnB (enthSIt Bouillon und Molken zu gleichen 
Teilen), Laktoae-Qäatine und LakUat-Agar (Fleisobgelatine and -agar 
mit S'/s Laktose) eventnell mit Zusatz von Laeknaa zur Erkennung 
der SÄurebildner; vergl. hierzu den empfehlenswerteren Kreide- 
zasstz § 60. 

50. Keimgehalt der Hiloh. Zur Herstellung der nötigen 
Verdünnungen {vergl. §20) sind ein 300-ccni-Brlenineyerkolben 
mit 100 com und 10 Reagenzgläser mit je 9 ccm Leitungs- 
wasser, 10 1-ccm-Pipetten sowie 24 Petrischalen zu st«rili- 
sieren. Da je nach der Beschaffenheit der Mikroflora in 
den verschiedenen Müchproben bald das eine, bald das 
andere Substrat günstigere Resultate liefert, sind von Fleisch- 
gelatine, Fleischagar, Molkengelatine und Molkenagar je 
6 Gläser zurechtzustellen. Von einer (vermutlich) relativ 
keimarmen Uilchprobe sind 3 Verdünnungen derart anzu- 
legen, daß die betreffenden Petrischalen mit ' i,,, Vioo """i 
Viooo <^'^"' Milch beschickt werden, während von gewöhnlicher 
Marktmilch, von der zunächst 1 ccm in den im Erlenmeyer- 
kolben befindlichen 100 ccm verteilt wird, zweckmäßig 
^/looMi ViMooo ""*! Vioooo» t^''™ Verwendung finden. Da die 
Keime in der Milch oft zu mehreren aneinanderhängen, 
muß bei Anfertigung der Verdünnungen stets kräftig ge- 
schüttelt werden. Zentrifugieren ruft aus dem gleichen 
Grunde meist eine sehr bedeutende (scheinbare) Erhöhung 
der Keimzahl hervor. 
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Die Oelatine-Giißkulturen werden 8—10 Tage bei 20", 
die Agar-Platten {umgekelirt, mit Glyzerin-Papier im Deckel!) 
3 Tage bei 38" C. gehalten (vergl. §15 17 
und 34), ausgezählt und einer eingehenden 
DorchmusteraDg unterworfen. Die am 
häufigsten auftretenden Formen sind ab- ~10m 

zoimpfen, durch erueutes Plattengießen 
(nach S 21) zu reinigen und in bekannter 
Weise (s. Kap. V — ViLI) zu untersuchen. 

Zur ErledignDg der vontehead aogegebenen 
SeimsahlbeHtiiDiDaDgen können sich zweckmäBig 
zwei bis vier Praktikanten vereinigen. Wenn 
möglich, sind mit den betreffenden Milchproben 
(je '/, Liter) noch am gleichen Tage die in 
§§51—56 besprochenen Vereoche vorzunehmen 
hezw. in Gang zu bringen. Die hergestellten 
TerdUnunngen sind eventuell sogleich zum 
setzen der Coliproben (§ 68) zn verwenden, 
genanea Untersnchungen sind Parallel versuche 
sei bat verständlich iinentbehrlich. 

51. Sohleuderproben. Pur viele Zweck« 
genügt es, die umständlichen und doch 
unzulänglichen Keim Zählungen auf der 
Platte durch die mikroskopische Betrach- 
tung des Zentrifugen -Sedimentes zu er- 
setzen. Besonders bei Prüfung fehlerhafter 
Milch erweist sich die Methode oft recht 
nützlich. Je 10 com der gut durchmischten, 
auf 60 — 70" C erwärmten Milch werden in 
kleine, unten verengte Gläschen (Abb. 31) 
gefüllt und in einer einfachen Zentrifuge, 
etwa nach Art der in Abb. 32 dargestellten, 
ca. fünf Minuten lang so rasch zentrifugiert, Abb. 
daß ein mehr oder minder reichlicher '* 



Abb. 31. Sebleader- 
gläschen n. Tromnu- 
dorff. 7> "»t. Gr. 
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kompakter Bodensetz niedergescblsgen wird, der beim 
Ausgießen der Milch fest im verengten Teil des Glases 
haften bleibt. NötigenfaUs ist das Zentrifugieren zu wieder- 
holen. Schmutzige Milch gibt ein g;rau- bis braungefärbtes 
Sediment, der Säuerung nahestehende einen weißen Absatz 
(von Kasein); zuweilen aber wird auch ein reichlicher, rahm- 
gelber Niederschlag ausgeschieden, besonders dann, wenn 
es sich um die Milch euterkranker Tiere handelt. 

Nach Beseitigung der Milch wird ein wenig von dem 
Sediment zu einem (am besten mit wässerigem Methylen- 



Abb. 38. UikroefcoiiiBclies Bild dra Schleader-RücksUndss 

■) von keimormer Milcb, b) von gevöhD lieber, an Milchsäure- Streptokokken 

reicher Marktinilch , c) toq verachmntzter Harktmikh mit riel Stäbchen- 

Konglomeiaten , d) you MutitiB-Milch mit viel Leukozyten und UastitiB- 

Streplokokken. Tergr. TOO-fttcfa. 

blau) gefärbten Ausstrich präparat verarbeitet. Einige be- 
sonders charakteristische Bilder sind in Abb. 33 wieder- 
gegeben. Das gleichzeitige Vorkommen von viel Leukozyten 
(sog, Eiterkörperchen) und Streptokokken (mit kreisrunden 
oder scheibenförmigen Einzelgliedem) steht fast ausnahms- 
los mit Mastitis (Euterentzündung) im Zusammenhange. 
Dagegen kann auch bei völlig gesunden Tieren zeitweise 
eine stark vermehrte Leukozyten -Abacheidung (viel rahm- 
gelber Absata im Gläschen, aber keine Streptokokken im 
Präparat) zur Beobachtung kommen, ohne daß die Gesund- 
heit des Tieres zu Bedenken Veranlassung gäbe. 
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Zur AnhäofuDg wenig zahlreicher M&BtitiB-Streptokokkea kann 
vom Sediment anDächst in gewöhnliolie oder mit '/s — 1% Koffein 
versetzte Bonillon abgeimpft werden (Baruchello, Centralbl. f. 
Bakt., I. Abt., Orig.. 8», S. 56Ö - 573). 

Zwecks sicherer Erkennung von Mastitis -Milch beantzen L. 
Russell und Eastings (Experi mental Dairy Bacterialogy, 1909, 
S. 122) folgenden Fibrin -Naduoeis: Das getrocknete Anastrich' 
Präparat wird fünf Minuten mit Anilin-Gentianaviolett (bereitet 
analog dem in g 35 erwähnten Anilin -Viktoriablau) gefärbt, dann 
zwei MinQten mit Lugolscher Lüsang behandelt, mittels AnilinSl 
entfärbt, mit Wasser abgespült, getrocknet und eingeschlossen. Fibrin- 
Anwesenheit bedingt Yorhandensein dunkel purpurfarbiger Fäden. 

Literatur zu §§ 49-51: Die betr. Kapitel der auf S. 2 an 
vierter und sechster Stelle aufgeführten Lehr- und Handbücher, 
speziell Löhnis, Handbnch der landw. Bakteriologie, 1910, S. 153 
bis 170, 175—179. Die wichtige Streptokokken- Leukozyten -Frage 
wurde sehr eingehend behandelt von W. Ernst, Monatshefte f. 
prakt. Tierheilkunde, 20, 1909, S. 414 ff., 21, 1909, S. 63 ff. 



XII. Reduktase-, Katalane-, Koch- und Alfcohol-Frobe 

52. Reduktase-Probe. Eine grolle Zahl von Farb- 
stoffen (Methylenblau, Indigokarmin, Lackmus u. a.) kann 
sowohl durch Milchbestandteile wie namentlich durch Bak- 
terien derart reduziert werden, dafl farblose Substanzen 
entstehen. Mit Methylenblau gefärbte Milch entfärbt sich 
im allgemeinen umso rascher, je keimreicher sie ist. Aller- ■ 
dings ergeben sich Differenzen, insofern manche Bakterien- 
arten stark, andere nur schwach reduzieren. Zu den letzteren 
gehören die Milchsäure-Bakterien, die aber in der Milch im 
allgemeinen nicht unerwünscht sind. Gute Milch zeigt dem- 
nach stets eine lange Reduktionszeit, schlechte eine kurze. 
In Schweden und Dänemark wird die Reduktase- {oder 
ßeduktions-)Probe bereits in ausgedehntem Maße zur Be- 
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arteiltmg der Handelsmilch benutzt. Man ist hierbei zu 
folgenden vier Gruppen gelangt: 

Reduktionsaeit: mehrabeSt. 6— 2 St. 2— '/iSt. weniger als V. St 
QDslität : gut mittel schlecht sehr schlecht 

Es sind entsprechende Prüfungen (eventuell in Ver- 
bindung mit Eeimzählungeu nach § 50) auszuführen. Große 
Reagenzgläser (oder Gärgläser, s. § 55) werden mit je 40 ccm 
Milch gefüllt; diese wird vermischt mit 1 ccm verdünnter 
Methylenblau-Lösung (5 ccm konz. alkoh. Methylenblau und 
195 ccm destill. Wasser) und im Wasserbade bei 38—40* C. 
aufbewahrt. 

53. Katulase-Probe. Wie von fast allen Bestandteilen 
des tierischen und des pflanzlichen Organismus wird Wasser- 
stoffsuperoxyd auch von der nicht erhitzten Milch und den 
meisten der darin enthaltenen Bakterien zersetzt. Neben 
einigen anderen, weniger wichtigen Arten, machen auch 
hier wieder die Uilchs&urebakterien eine Ausnahme, insofern 
sie gar nicht oder nur wenig Sauerstoff abspalten. Sowohl 
in der Milch wie in den Bakterien tritt ein als „Katalase" 
bezeichnetes Enzym in Tätigkeit. Versetzt man 15 ccm 
Milch mit 5 ccm l-proz, Wasserstoffsuperoxyd (erhalten 
durch Vermischen von 1 Teil Perhydrol von Merck in 
Darmstadt mit 29 Teilen destilliertem Wasser), so werden 
normalerweise innerhalb von 2 Stunden bei Zimmertemperatur 
(18^22" C.) nicht mehr als 2^3,5 ccm Sauerstoff entbunden. 

Zum Auffangen des entweichenden Gaaee sind bereits eine 
ganze Reibe von Apparaten empfohlen worden, die aber sämtlich 
noch nicht voll befriedigen. Zwei reUtiv einfache, handliche and 
zuverlässige Einrichtungen sind in Abb, 34 and 35 dargestellt. 
Der Apparat nach Henkel wird komplett für 15 — 30 Proben von 
Wagner und Münz in München, Carlatr. 43, geliefert. Die in 
meinem Laboratorinm benutzte Vorrichtung ist ao honatmiert, daS 
aie, nachdem einmal das WaggeiniTean im onteren Teile auf ein- 
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gestellt ist, lauge Zeit benutzt werden kann, ohne dafi eine Eorri- 
gierung nötig wttre. Daa mit Milch und H,0, gefüllte GlftB (M) 
wird eingeBchohen, die beiden durchbohrten Gummi- 
atopfen werden aufgesetzt und der eine bei E mit 
einem kurzen Glaastah verschlossen. Will man 
nach ÄbschluS des Veranchea die Wassersäule im 
graduierten Steigrohr filieren, so schließt man in 
entsprechender Weise bei W. 

Koloatram- und Mastitis-Milch liefert oft 
6 — 10 ccm und mehr. Desgleichen wächst die 
O-Abscheidung mit der Vermehrimg der Milch- 
keime bei der Aufbewahrung. Durch Hitze 
sterilisierte Milch wirkt nicht katalytisch; KatalasB- Apparat 
etwa eintretende Wasserstoffsuperoxjd-Zer- naeh Henka]. 
Setzung zeigt an, daß das Sterilisieren nicht Vn "«"irl. Gr. 
vollständig war. Entsprechende Priifungen 
sind anzustellen. 

54. Koch- und Alkoholprobe. Beide 
Proben vermitteln ein ungefähres Urteil über 
den allgemeinen Zersetzungsgrad der Milch, 
während sich zum Säuregrad keine direkten 
Beziehungen ergeben. Zur Alkoholprobe ist 
neutraler 70-proz. Alkohol zu verwenden 
(2 ccm zu 2 ccm Milch, im Reagenzglas 
gemischt). Alkohol von 44"/^ gibt ungefähr 
die gleichen Resultat« wie die Kochprobe. 
Gute Milch hält, wenn sie bei Temperaturen 
unterhalb 12" C aufbewahrt wird, beide Katalase- Apparat 
Proben 6 Tage und eventuell noch länger nach Lbhnia nmi 
aus. Das entsprechende Verhalten der ly „»tör^'^Or 
Milchproben, die zu den in §§ 50 — 53, so- 
wie 55 und 56 besprochenen Versuchen dienten, ist fest- 
zustellen. 
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XIIL Milch- and Lab-Gärproben. Nachweis ron 
Fremdinfektionen 

55. Milch-Gärproben. 40 bis 60 ccm Milch werden 
in (vorher im Trockenschrank zu sterilisierende) große Re- 
agenz- oder besondere Gärproben-Gläser gefüllt und 12 bis 
24 Stunden im Wasserbad von 40" C (eventuell unter Ver- 
wendung des in Abb. 36 dargestellten oder eines ähnbchen 
„Gärapparates") aufbewahrt. 

Die wichtigsten (der auf Tafel II. Abb. 1 z. T. wieder- 
gegebenen) Oärproben-Tt/pen sind folgende: 

1. Gute Milch bleibt 
unverändert. 

2. Ein reiner Be- 
stand an Milchsäure-Bak- 
terien bedingt gleich- 
mäßige, gallertige Ge- 
rinnung (ohne Molken- 
Abscheidung). 

3. Gtiesige oder 
käsige Gerinnung wird 
durch labproduzierende 

Bakterien, z. T. in Gemeinschaft mit Sänrebildnern hervor- 
gerufen. 

4. Je nach dem Gehalt an Kotbakterien (Coli, Aero- 
genes, Buttersäure -Bakterien) wird eine mehr oder minder 
starke Gasbildung (sog. „Blähung") bemerklich. 

5. Bei beginnender Enteren tziindung wird oft einrahm- 
gelber Bodensatz sichtbar (vergl. S 51)- 

Naturgemäß gibt es die verschiedenartigsten Misch- 
und Übergangs- Erscheinungen. Nach einiger Übung ist 
man jedoch bald in der Lage, auf Grund des Gär])roben- 
Ausfalles ein meist recht zutreffendes Urteil über die Be- 




. Gänpptirat. 
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Mitchgäiproben (§ 55). 

a) gallertig, b) griesig, c) iäsig, d) Bläbni 



Labfjärproben (g 56). a) glatt, ohne Löcher (8), b) fast . glatt, 
aber ziemlich viel Löcher (5), c) nnebeE, viel Löcher (a), 
d) unrege 1 mäßig, schwammig (1), e) lose, zerrissen (0). 
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schaffenheit der betreffenden MUchprobe zu fällen. Ge- 
schmack und Geruch müHsen selbstverständlich ebenfalls 
genau geprüft werden. Zu beachten ist, daß keimarme 
Milch nicht selten Blähungen gibt. Die Berücksichtigung 
der Reduktionsprobe (§ 52) schützt in solchen Fällen vor 
Trugschlüssen. 

Die von 0. Jensen empfohlene Eombinstion von Reduktions- 
nnd G&rprobe (in einem Glas) hat sich nicht sonderlioh be- 
währt; der FarbenzosatE wirkt mitunter sehr Btorend aof den Aus- 
fall der Garprobe ein. 

Der sehr schlecht« Nachgeachmack, den die G&rproben-Hilch 
oft hinterläBt, wird durch Perhydrol-MandwasBer rasch zerstört. 
SpülQDgen hiermit verhüten aacb etwaige Infektionen durch zn- 
iRUlig anwesende pathogene Keime. 

56. Lab-GSrproben. Wird die Milch vor dem Einsetzen 
in das Wasserbad mit einer passenden Menge Lab versetzt 
(z. B. pro Glas 2 ccm einer Auflösung von 1 Hansenschen 
Labtablette in 500 ccm Wasser), so erhält man nach 
12 Stunden bei 40" C ein mehr oder minder gut ausge- 
bildetes Käschen, das sowohl nach seinem Äußeren vrie 
nach der Beschaffenheit auf dem Durchschnitt (speziell: 
Lochbildung) ebenfalls wichtige Schlüsse zu ziehen gestattet, 
die das Milch-Gärproben-Ergebnis in erwünschter Weise er- 
gänzen. Abb. 2 auf Tafel H gibt die markantesten Lab- 
Gärproben-Bilder wieder. 

Die in Klammem beigefügten Zahlen entsprechen der Pnnkt- 
Bewertung, wie sie auf den Frischmilch -Wettbewerben der „Dent- 
schen LandwirtBchafts-GeBelhchaft" üblich ist. Milch- und Lab- 
gärproben liefern hei diesen Konkurrenzen im Verein mit Koch- und 
Alkoholprobe die wichtigsten Grundlagen zur Urteilsbildung. 

Literatur: Herz, Jahrb. d. Deutsch. Landw.-Geseltsch., 32, 
1907, S. 577; LShnJs, Milcbztg., 87, 1908, S. 484. 
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57. Nachweis von Fremdinfektioneu. Beim Auftreten 
von durt^h Mikroorganismen hervorgerufenen Milchfehlern ^} 
sind die Gärproben zur Ermittlung des Infektionsherdes von 
größter Bedeutung. Von allen Stellen, an denen eine In- 
fektion möglich ißt, d. h. vom Euter bis zum Transportge- 
fftß sind Milchproben in genau bezeichneten, sterilisierten 
Gläsern anfzafangen und bei geeigneter Temperatur (also 
bei derjenigen, bei der die betreffende Änderung der Milch 
besonders deutlich wird, keineswegB immer bei 88 — 40" C!) 
aufzubewahren. Nach spätestens 12 Stunden kennt man die 
Infektionsstelle, und damit sind in der Regel die anwend- 
baren Bekam pfungsmaäregeln ohne weiteres gegeben. Ein- 
gehende mikroskopische und speziell bakteriologische Unter- 
suchungen der von andern Orten eingesandten Milchproben 
pflegen dagegen keine den Praktiker befriedigende Antwort 
zu geben. 

Es ist das Verhalten von mit geringen Mengen Erde, 
Kot, Stroh, Heu, Wasser usw. versetzter, bei verschiedenen 
Wärmegraden aufbewahrter Milch genau zu verfolgen. 
Ebenso kann der Einfluß der Bakterien in der Stalluft in 
der Weise demonstriert werden, daß man entweder steriU- 
ßierte Milch in Schalen einige Zeit im StaJl offen, eventuell 
unter Zugabe einiger Fliegen, stehen läßt, oder daß man 
ein gi'fißeres Luftquantum durch sterilisierte im Reagenz- 
glas befindliche Milch hindurchsaugt. Wenn möglich, sind 
aus einem milch wirtschaftlichen Betriebe von den ver- 
schiedenen Stellen (Euter, Melkeimer, Filter, Sammelgefäö, 
Kühler, Transportgefäß usw.) Proben aseptisch zu entnehmen 
und einer vergleichenden Untersuchung zu unterziehen. 

') Die bertrag barkejt des „Milchfeblera" mufi selbetveratänd- 
lich zunächst (durch Impfen sterilisierter und anderer, nicht er- 
hitzt«r, aber sieber fehlerfreier Milch) festgestellt werden. 
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SIT. Bact. coli and Bact aSrogeoes 
(Aerobacter-Grnppe). 

58. Coli-Proben, IHe in der Regel auf Eot-Beimengung 
zurückzuführende Anwesenheit der fast immer stark gas- 
bildenden, auf Geruch und Geschmack der Milch meist sehr 
angiinstig einwirkenden Dann -Milchsäurebakterien (Bact. 
coli und Bact. aerogenes) kann vor allem in der Garprobe 
(g§ 55, 56) an der stürmischen „Blähung" erkannt werden. 
Soll die Zahl dieser Keime annähernd bestimmt werden, 
so sind entsprechende Verdünnungen in Äsculin ■ Bouillon 
(% 49) einzutragen und festzustellen, bis zu welcher Ver- 
dünnung noch Schwarzfärbung der Lösung (bei 38— 40** C) 
eintritt. Wurden gleichzeitig Zäfalplatten angelegt, so kann 
angegeben werden, wieviel Prozent des gesamten Keim- 
gehaltes auf diese Kotbakterien entfallen. 

Außer Baet. coli scheinen nur noch einige, in Hilch kaum vor- 
kommende SproB- und Schinunelpilze die Iscnlin-Bouillon schwarz 
zu färben. Andrerseits geben allerdings nicht sämtliche Coli-Stämme 
diese Reaktion, so dafi die Zahl auch aus diesem Grunde nicht als 
vüUig zutreffend angesehen werden kann. 

Handelt es sich darum, Wasser zweifelhafter Be- 
schaffenheit auf Coli-Bakterien zu prüfen, so kann man auch 
bestimmte Mengen hiervon in Milchzucker- Bouillon (^ 49) 
eintragen, und eventuell, falls bei 38" C Gärung eintritt, 
eine nähere mikroskopische und kulturelle Prüfung an- 
schließen. 

59, Isoliemng von Bact. coli und Bact. aerogenes. 
Von einer in der Gärprobe kräftig blähenden (nötigenfalls 
vorher mit einer geringen Eot-Menge versetzten) Milch wird 
in Milchzucker-Bouillon nbergeimpft; sobald hierin (bei 38" C) 
lebhafte Gasentwicklung eingetreten ist, werden Gußkulturen 
angelegt. Meist sind dann auf Fleischgelatine-Flatten die 
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nicht verflüssigenden, vorwiegend kreisnmden porzellaii' 
weißen Kolonien des unbeweglichen Aerogenes und die 
ebenfalls nicht verflüssigenden, aber (besonders bei vorge- 
rückter Entwicklung) mehr blattartigen, häutigen Ansamm- 
lungen des Bact. coli unschwer zu erkennen. Um die Gas- 
bildner sicher herauszufinden, kann man auch zunächst 
Molken-AgEir impfen, und wenn dieses in der Schale er- 
starrt ist, ein zweites Gläschen Agar zur Bildung einer 
Deckschicht darüber ausgießen. Durch Gasblasen machen 
sich die gesuchten Kolonien bemerklich. Die Zahl der 
Varietäten in der Aerob acter- Gruppe ist sehr bedeutend. 
Namentlich zeigen auch Art und Intensität der Gasproduktion 
starke Abweichungen. 

Die isolierten Stämme sind auf den Standard-Nährböden 
. {g 4) sowie auf Milchzucker- und Äsculin- Bouillon kulturell 
und mikroskopisch zu prüfen. In Molken-Gelatine ist eine 
Schüttelkultur anzulegen (vergl. Abb. 26, S. 50). Unter Be- 
nutzung eines oder mehrerer der in g 32 angegebenen 
Apparate sind Gärversuche anzustellen. 

XT. Mikfasänre-Bakterlen 
60. Züchtung von Milohsäure^Bakterien (Kreideagar). 
Drei Petrischalen sowie ein mit gepulverter Kreide halb 
gefülltes Reagenzglas sind im Trockenschrank zu sterilisieren. 
Etwas gleichmäßig gallertig geronnene Milch und drei 
Gläschen Molken-Agar sind zurechtzustellen. Dann werden 
Gußkulturen in bekannter Weise (§§ 21 und 34) angelegt, 
nachdem man vor dem Eingießen des Agars in jede Schale 
ein kleines Quantum Kreide eingeschüttet hat (etwa ^jj^ ccm ; 
jedenfalls nur so viel, daß das Agar gleichmäßig getrübt, 
nicht direkt weiß erscheint). Die Kreide ist mit dem 
flüssigen Agar durch Hin- und Hemeigen gleichmäßig zu 
vermischen; die Platten werden (umgekehrt mit Glyzerin- 
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. Kreideagar mit Kolonien ton MUdisäure-BakUrien (§ 60). 
. Elatschpräparat von Bckoltüfhem Cheddarkäse (g 79). Yergr. 

600-fach. 
. KlaUchpräparat ton Gervaiskäse (§ 79). Vergr. 600-tach. 
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Papier) bei 38" C aufbewahrt, Die säurebildenden Kolonien 
lösen die in ihrer Nähe befindliche Kreide; sie können an 
dem klaren Hof in dem getrübten Agar olise weiteres er- 
kannt werden (vergl. Tafel UI, Abb. 1). 

EreideDährbädeu benatzte zuerst Beijeriiick (CentrilbL f. 
Bakt-, 9, 1891, S. 781). 

Die entstandenen Kolonien sind genau, auch hinsichtlich 
der Gestalt der darin vorhandenen Organismen zu prüfen 
und eine oder mehrere Abimpfungen sowohl auf den Standard- 
Nährböden wie auf den Molken- und Milchzucker-Nährböden 
fortzuzüchten {§§ 4 und 49). Reinkulturen, müssen in kurzen 
Zwischenräumen (1 bis 2 Wochen) iibergeimpft werden; 
andernfalls degenerieren sie leicht oder sterben überhaupt 

Aasstrichpi^parat« aus geronnener Jülich liefern, nach Be- 
handlung mit Alkohol und ÄÜier (zur FettlüBung) in der gewöhn- 
lichen Weise mit Anilinfarben gefärbt, meist ein wenig klares Bild, 
weil der geronnene Käsestuff ebenfalls dunkel tiugiert erscheint. 
Kurze Behaudlang mit wSsserigem Methylenblau gibt hierbei ver- 
h&ltniamäfiig noch die besten Resultate. Am wenigsten störend 
wirken die Niederschläge dann, wenn man das Priiparat fünf Minuten 
in ein Scbälchen legt, das 5 ccm Chloroform und 1 ccm konz. 
alkohol. Methylenhlan enth&lt, dann das Chloroform ablaufen läfit, 
mit Wasser abspült, trocknet and einecbließt (vergl. Utz, Centralbl. 
f. Bakt, II. Abt., U, S. 611). 

61. Bestimmung der Milohsäure-Baktorien. Die Zahl 
der angeblich verschiedenen Arten von Milchsäure-Bakterien 
ist sehr bedeutend. Tatsächlich handelt es sich aber hier- 
bei meist um einander sehr nahestehende Formen, die 
höchstens als Varietäten, nicht als getrennte Spezies gelten 
können. Die überwiegende Mehrzahl aller bisher bekannt 
gewordenen Milchsäure- Bakterien kann in folgenden vier 
Gruppen untergebracht werden. 

1. Darm -Milchsäure -Bakterien: Ziemlich große 
Kurzstäbchen; wachsen aerob besser als anaSrob, ihr Tempe- 
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ratur-Optimam liegt meist bei 35 — 40". Die häufigste Form 
wird gewöhnlich als B. aSrogmes bezeichnet; die zuerst ein- 
gehend untersuchte, hierher gehörige Varietät ist B. ocwß 
lacUei Hueppe. 

2. Milchsäure-Streptokokken: In Milch gewöhnlich 
in Diplo- oder Streptokokken-Form (vergl. Abb. 33 b, S. 74), 
aufFieischnährbödenoftauch Kurzstäbchen-Form annehmend; 
wachsen in der Kegel anaSrob besser als aSrob, das Tempe- 
ratur-Optimum pflegii bei 25 — 30'' C zu liegen. Die häufigste 
Form ist der Streptocoam» lacHa, früher auch als Bact. 
lactis Lister, Bact. Güntheri Lehm, et Neiun., Bact. 
lactis acidi Leichmann u. a. bezeichnet. 

3. Laktobazillen: Mehr oder minder lange, schlanke 
bis fadenförmige Stäbchen, wachsen anaSrob besser als aerob, 
das Temperatur -Optimum pflegt bei 40 — 45" C zu liegen. 
Diese Formen sind am häufigsten in fermentierter Milch 
(Jaourt usw.) und in Käse. Sie werden als Bact. caucaäctim 
oder B. caaei bezeichnet. 

4. Milchsäure -Mikrokokken: Kreisrunde, einzeln 
oder in Haufen (nicht in Ketten) liegende Zellen; wachsen 
besser aerob als anaSrob, das Temperatur- Optimum pflegt 
bei und unterhalb 20* C zu liegen. Die häufigsten Formen 
werden, wenn sie die Gelatine verflüssigen, als Mier. addi 
laetia, wenn sie nicht verflüssigen, als M. lactit addi be- 
zeichnet. 

Nach dem Auftreten oder Ausbleiben der Gasbililnng, Gelatine- 
VerflüBBigung und Farbstoff bilduDg können verschiedene Typen 
auBgeBondert werden (vergl. die BeatimmungS'Tabelle im Anhang I), 
die aber durch Übergänge verbunden sind. "Wegen der ersten Gruppe 
vergl. Eap. XIY. Hit den Laktobazillen, die aoB gewäbnlicher 
Harktmilch nur mit Hilfe geeigneter ÄnhäufungB-Methoden leicht 
zu isolieren sind, werden wir uns in den Kap. XYIII und XXIIX 
näher zu beschäftigen haben. Milchsäure-Mikrokokken sind dann 
ziemlich häufig in Milch anzutrefFen, wenn diese längere Zeit (8 bis 
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14 Tage) boi niedriger Temperatar (3— 6* C) gehalten worde, ebeDBO 
Bind sie in der (kalt aufbewahrten) Butter ziemlich häufig, vergl. 
Kap. XX. Id der bei Zimmertemperatnr normal gerinnenden Milch 
herrschen dagegen die UilohsKure-Streptokokken regelmäßig bei 
weitem vor. 

Im Gegensatz zu den Hikrokokken nnd den der ASrobaeter- 
Oruppe an gebärenden Formen bezeichnet man die Milchsäure- 
Streptokokken und die Laktobazillen gemeiosam als „echte" Milch- 
sänre-Bakterien. Selten und praktisch nnwicbtig sind einige ebenfalls 
zur Milchsänre- Bildung befähigte sporenbildende Bakterien und 
Vibrionen. Dagegen können sich milchsäure-produzierendB Sproß- 
pilze an der Rahmreifung beteiligen (vergl. § 75). 

Literatur: Löhnis, CentralW. f. Bakt, II. Abt., 18, S. 97 
bis 149 (Zusammenstellung der bis 1907 beschriebenen rornien und 
Aufstellung der Gruppen-Diagnosen), ebenda 33, S. 553 f. und Hand- 
buch der landw. Bakteriologie, 1910, S. 192—202. 



XTI. Labprodnzierende Bakterien. Kasein-Lösang 

62. Produktion von Sfiure, Lab und proteolytischem 

Enzym. Nicht wenige der verBchiedenen Formen von 

Milchsäure -Bakterien produzieren neben Säure mehr oder 

minder große Mengen Lab. Besonders unter den Mikro- 
kokken sind die (von Gorini) als Säure- Lab- Bakterien be- 
zeichneten Organismen häufig. Aber auch Streptokokken, 
weiße und pigmentbildende Kurzstäbchen, sowie sporen- 
bildende Bazillen können die gleiche Doppelwirkung auf 
Milch ausüben. Die Säurebestimmung in den Milchkultnren 
gibt die entsprechende Auskunft. 

Fast immer folgt der Lab Wirkung eine mehr oder 
minder lebhafte Auflösung des Coagulums. Diese kann 
auch allein in die Erscheinung treten. Desgleichen gehen 
Gelatine -Verflüssigung und Kasei'n-Lösung zwar oft, aber 
nicht immer Hand in Hand. 
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63. Kultur auf Hilcliagar. Man vermischt 100 com 
Leitungswasser (ohne alle Zusätze) mit Z% Agar, füllt 
(nach dem Lösen und Filtrieren) jedesmal 4 — 5 com in einige 
ßeagenzgläser und sterilisiert. Man bringt einige Gläschen 
mit dem geschmolzenen Agar nnd die gleiche Zahl Milch- 
Röhrchen auf eine Temperatur von 50" C und entleert je 
ein Milch- und eines der Ägar-GlSser in eine vorher eben- 
falls angewärmte, sterile Petrischale, in der man durch 
Hin- und Hemeigen für eine gleichmäßige Verteilung von 
Milch und Agar sorgt'). 

Nach dem Festwerden stellt man die Mildiagar-Platten 
einige Tage (zum Abtrocknen) in den Thermostaten (von 
38* C). Zieht man dann auf das so hergestellte Substrat 
Striche von Reinkulturen — eventuell von zwei verschiedenen 
Arten übers Kreuz (zwecks Feststellung von Symbiose oder 
Antagonismus, vergl. % 45) — so können die in der Nähe 
des Strichen auftretenden weißen Niederschläge sowohl auf 
Säure- wie auf Lab -Wirkung zurückzuführen sein. Be- 
tupfen mit Sodalösung bringt jene zum Verschwinden, diese 
nicht. Proteolytisch wirkende Enzyme lassen eine klare 
Zone entstehen. 

Setzt man in ähnlicher Weise dem (salzhaltigen) Fleisch- 
Agar beim Plattengießen Milch, aber nur in Mengen von 
ca. IO^/q zu, so rufen auch säurebildende Bakterien eine 
teilweise Aufhellung hervor. Wenig Säure macht das Kasein 
in Kochsalz löslich, viel Säure bringt es wieder zum Aus- 
fallen; in jungen Käsen spielt dieser Vorgang eine wichtige 
Rolle. Ein Strich von Streptoc. lactis ist deshalb auf der 
MUch-Fleisch-Agarplatte von einer außen hellen, innen 
opaken Zone umgeben, und die proteolytisch wirkenden 



') Uilch und Agar können nicht zusammen steriliaiert werden; 
die Milch würde dabei in grob«n Flocken gerinnen. 
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Sänre-Lab-Bakterien zeigen zwei, durch eine opake Grenz- 
schicht getrennte Änfhellungen. 

Die eigentliche L&b«irkang kommt infolge der starken Yer- 
dünnnng der Hilch auf dieser Art tod Hiichagar-Platteu nicht oder 
nur wenig zum Auadrack. 

Literatur: Eastinga, Centratbl. f. Bakt., II. Aht., 12, 
S. 590 ff. (Phutogramme), Tan der Leck, ebenda 17, S. 36Sff. 

M. KHltar anf Kasein. In Milchkultnren von Milcheänre- 
bakterien, die vier bis sechs Wochen fdnrch Gnmmikappen vor 
Verdnnatong gesobütztl vergl. g 14) bei 38° C gestanden haben, 
pflegen sämtliche Keime abgestorben in sein (Kontrolle durch Ab- 
impfung). Sie können zur Prüfung aKuresehrender und proteoljtisoli 
wirkender rormen benutzt werden. Man kann auch durch Lab oder 
durch SSure ausgetSUten Eäsestoft (im letzteren Falle nach mehr oder 
minder vollständiger Entfernung der Sänre durch Auswaschen mit 
desti liiertem Wasser) sterilisieren und entweder allein oder nach 
Zugabe von wenig Fleischeitrakt und (oder) Traubenzucker mit den 
betreffenden Kulturen impfen. 

Iiiteratar; Hüppe, Methoden der Bakterien -Porschung, 
5. Aufl., 1891, S. 399; Grimm, Centralbl. (. Bakt, II. Abt., 8, S. 688. 

Xyil. Aromaprodnbtion. Schleimbildnng 
65. Aroma-Bakterien. Eine ziemlich große Zahl ver- 
schiedener Spezies kann mitunter zum Auftreten eines an- 
genehm obstartigen Aromas in Milch Veranlassung geben. 
Die betreffenden Reinkulturen pflegen jedoch diese Eigen- 
schaft nicht lange beizubehalten; oft tritt statt dessen die 
Produktion von unangenehm (faulig, urinartig) riechenden 
Substanzen mehr oder minder deutlich zutage. Praktisch 
(für die Rahm- und Käsereifung) sind jedenfalls auf Geruch 
und Geschmack günstig einwirkende Rassen von Milch- 
säure-Streptokokken, Laktobazillen und eventuell von Hefen 
weit wichtiger als die sog. speaüischen Aromabakterien. 
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Nach Van der Leck (Centralbl. t Bukt., 11. Abt., 17, S. 650) 
k4DiL man diese in der Weise ankaufen , dafi man gewöhnlicke, 
keimreiche Marktmilch im Erlen meyer-Eolben auf 30° C erwärmt, 
mit 0,01% Lab vermischt, in Petrisohiilen (I cm Schichthöhe) 
auBgieBt und, nacbdeni bei 30° C Koagulation eingetreten ist, 
bei 23° C aufbewahrt. Sobald der Obatgernch deutlich wird (meist 
nach 24 Stdn.) werden Molken-Oelatine- Platten gegosBen. In 
der Regel handelt es sich um schwach oder nicht sKuemde, 
nicht gasbildende Parallel formen zu B. serogenea und coli. Doch 
kSnnen aach Hikrokokken, Flnoreszeuten , Sporenbildner u. a. be- 
teiligt sein. 

66. Schleim blldung. IMe Mehrzahl der eKistierenden 
Schleimbildner steht in nahen verwandtschaftlichen Be- 
Ziehungen zu den Milchsänrebakterien. Doch gibt es auch 
unter den Sporenbildnem kräftige Schleimproduzenten ; 
ebenso sind solche Rassen von Oidium lactis nicht allzu 
selten. GelegeutUch kann diese Eigenschaft längere oder 
kürzere Zeit bei Vertretern aller vier Gruppen von Milch- 
säure-Bakterien hervortreten (Verschleimen der Säure- 
TCecker!). Indessen pflegt die Befähigung zur Schleim-Er- 
zeugung meist wenig beständig zu sein; relativ am kon- 
stantesten erwiesen sich gewisse Mikrokokken (z. B. M. 
pituitopams Hohl). Längere Aufbewahrung der Milch bei 
niedrigen Temperaturen scheint die Schleimbildner in der 
Entwicklung zu begünstigen. Ziemlich sicher kann man 
solche Formen anhäufen, wenn man Milch mit 5% Chlor- 
calcium versetzt, mit ein wenig Erde, Stallschmutz und 
dergl. infiziert und bei 5 — ^15* C 4—8 Tage kultiviert. 

67. KapselfärbuDg. Bei schleimbildenden Bakterien ist der 

Unterschied in den OrüSenverh&ltnissen der ungefärbten und der 
gefärbten Zellen (vergl. § 26) oft besonders groB infolge der Aus- 
bildung einer hei der gewöhnlichen Färbungamethode nicht mit 
tingierten, mehr oder minder zfihen Schleimhülle (Kapsel). Diese 
kann man (nach Jahne) folgend ermaßen sichtbar machen; 
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1. Das fixierte ÄuBetrichprSparat wird mit 2-proz. wäsBerigw 
Gentiauaviolett-LQsuiig bis zur DampfeDtwicklnng erwänot 

2. Nach Äbspfilen mit Wasser wird mit 2-proE. Essigsäure 
6 — 10 SekunileD benetzt und mit Wasser abgespült. 

3. Das Präparat ist in WaBser zu betrachten; CaDadabalsam 
bringt die Kapseln gewähntioh zum Verschwinden. 

XVIII. Fermentierte Hilch') 

68. Organismen -Bestand. Während in der gewöhn- 
lichen, bei ca. 20" C entstehenden Sauermilch die Milch- 
säure-Streptokokken weitaus vorherrschen, sind die ver- 
schiedenen, besonders im Orient sehr verbreiteten, bei 




30 — 45" C bereiteten fermentierten Milchsorten (Kumiß, 
Jaourt, Mazun, Dadhi usw.) besonders reich an Laktobaziüen 
und ziemlich reich an Sefen (Abb. 37). Nur in dem bei 
etwa 20" C hergestellten Kefir treten die Laktobazillen 
(mitunter bis zum völligen Verschwinden) zurück. Neben 



^) Bei regulärer DurchfäbruDg der Übungen dürfte der nach 
g 49 hergestellte Vorrat an Nährböden ziemlich erschöpft sein. Es 
sind für die weiteren Uutersuchungeu (etwa bis Eap. XXIII) bereit- 
znstellen: je 30 Qläschen Fleischgelatine, Fleischagar, Molken gelatine 
and Molkenagar, je 15 Gläschen Traubenzucker -Agar, Bouillon, 
Hilch zncker-Bouillon und Kartoffeln. 



Dg,l,...cb,.GOOglC 



90 B' Molkerei-Bakteriologie 

Streptokokken und Hefen sind hier einige säureproduzierende 
Sporenbildner aktiv. Wegen Gewinnung möglichst klarer 
Ansstrichpräparate vergl. § 60, 

Literatur betr. Ewmiß: Rubinsky, Centralbl. f. Bakt, 
II. Abt., 28, S. 161—219; Jamrt: Kuntze, ebenda, 21, S. 737 bis 
768; Mamn: Düggeli, ebenda, 15, S. 594ff,, Weigmann, Th. 
Gruber und Huß, ebenda, 1», S, 70-87; Dadhi: Chatterjee, 
Centralbl. f, Bakt, I. Abt., Orig., 58, S. 103—112; Kefir: 
Beijerinck, Archires neerlaDdaises, 22, S. 426 (f., Adametz, 
österr, MonatBacht. f. Tierheilkde., 15, S. 72f., v. Freudenreich, 
Centralbl. f. Bakt, 11. Abt, 8, S. 47, 87, 135, Knntze, ebenda, 
24, S. 101—122. 

69. Ziichtung der Laktobaztllen. Auf den Fleisch- 
Nfihrböden und auf der Kartoffel pflegt das Wachstum sehr 
gering zu sein oder gänzlich auszubleiben. Verhältnis- 
mäßig kräftig ist es dagegen auf mit Milch und Molken 
beigestellten Substraten, Die hierher gehörigen Formen 
vertragen relativ viel Säure (sog. aädophüe Bakterien). Zur 
Anhäufung wurde demgemäß mit % bis 1% Kseigsäure 
versetzte Bouillon empfohlen. Besser wirken Milch oder 
Molken, denen 1"/,, Pepton oder 6 — &"/„ Hefeexlrakt zu- 
gesetzt wurden. Bieses bereitet man (nach Rublnskys 
Vorschlag) folgendermaßen: 100 g Preßhefe werden mit 
100 ecm WaBBer zu einem gleichmäßigen Brei verrührt und 
(zur Verhinderung des Überlaufens) in einem geräumigen 
Becherglase '■/^ bis 1 Stunde im Dampftopf erhitzt, dann 
2^3mal durch Papier filtriert. Das gewonnene Filtrat 
kann in einem kleinen Eolbeu sterilisiert und vorrätig ge- 
halten werden. Der in Reagenzgläsern befindlichen Milch 
oder Molke setzt man ^/g ccm Hefeestrakt zu, Hefeextrakt- 
Molke ist für die mikroskopische Prüfung vorzuziehen. 
Durch 2 — 3 maliges Überimpfen kann man die Laktobazillen 
aus Marktmilch, Sauerkraut, Sauerfutter, Dünger, Erde usw. 
bei 40* C anhäufen. 
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In den Gußkulturen (bei 38 — 40" C) erscheinen die 
meist erst nach 3 — 4 Tagen sichtbar werdenden Kolonien 
teils von derselben Form und Größe wie diejenigen der 
Milchsäure-Streptokokken, teils bilden sich stark verzweigte, 
wie kleine Haarknäuel aussehende Ansammlungen. Bei 
Zimmertemperatur bleibt meist jedes Wachstum aus. Kreide 
wird, wie von den Streptokokken, gelöst. Die Säureproduk- 
tion verläuft in der Regel langsamer als bei diesen, doch 
pflegt die schließlich vorhandene Säuremenge wesentlich 
größer zu sein. Entsprechende Versuche sind auszuführen. 

70. Ziiohtang von Hilchliefen. Die Kolonien der 
Hefen aus fermentierter Milch sind in den Gußkulturen 

ohne weiteres zu erkennen (sehr grobe Grannlierung). 
Schwieriger ist der Nachweis der in Marktmilch fast regel- 
mäßig, aber meist nur in geringer Zahl vorhandenen Hefe- 
zellen. Um diese anzuhäufen, kann man (nach Troil 
Petersson) die Milch mit 2% einer 3-proz. Wasserstoff- 
Snperoxydlösung (um das 10-fache verdünntes Perhydrol) ver- 
setzen und bei 37" C kultivieren. Säuerung unterbleibt, 
statt dessen tritt (beim Vorhandensein der gesuchten Orga- 
nismen) Hefengeruch und Gärung, oft auch Käsestofflösung 
hervor. Die definitive Isolierung der Hefen macht zuweilen 
Mühe; besonders die schlanken Laktobazillen bleiben leicht 
an den relativ großen Hefezellen haften, so daß überwiegend 
Mischkolonien entstehen. Die Ein- Zell- Kultur (g 48) kann 
auch in diesem Falle mit Nutzen Verwendung finden. 
Vergl. auch § 85. 

Die gewähnlich zum Alkohol -Nach weis henutzte Jodoform- 
Beaktion wird derart ausgeführt, daß man bei neutraler Reaktion 
Alkohol, Aldehyde, Aceton ubw. abdestilliert, dem schwach er- 
wärmten Destillat (ca. 5 ccm) 5—6 Tropfen lO-proz. wäseerige 
Kalilauge und tropfenweise Jod- Jodkalinm- Lösung zufügt, bis 
BraniifKrbung eintritt Diese bringt man durch einen Tropfen 
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Kalilauge zam Verschwinden. Die drei genannten Sabstanzen ver- 
anlaasen Jodoform geruch und Äbacbeidung secheeckiger Jodoform- 
Täfelchen (Prttfnng bei schwacher VergrQfiening). SchoD iofolge 
des Steril! sierens im Dampf kann die Milch Jodoform -Reaktion 

geben. Eontroll -Versncbe sind nötig. 

XIX. Erhitzte MUch. AnaSrobe Mflchbakterien 

71. Peroxydasen • Reaktion. Zum Nachweis der bei 
ca. 80** C erfolgeDden Zerstörung der Oxydasen und Per- 
oxydasen in Milch wurden zahlreiche Reaktionen in Vor- 
schlag gebracht. Am besten bewährte sich die von Eothen- 
fußer angegebene Modifikation der Storchschen Probe. 
Die zu prüfende Äßlch oder besser das daraus durch Fällung 
mit Bleiessig (100 com Milch -I- 6 ccm Bleiessig) gewonnene 
Semm wird versetzt mit einer Para-Phenylendiamin-Gaajakol- 
Miscbung, die in folgender Weise hergestellt wird: Man 
löst 1 g Para-Phenylendiamin-Chlorhydrat in 15 ccm destill. 
Wasser und fügt dazu eine Lösung von 2 g kristallisiertem 
Guajakol in 135 ccm 9&proz. Alkohol (in dunkelbrauner 
oder schwarzer Flasche aufzubewahren). 

Literatar: Rotbenfußer, Zeitacbr. f. Untere, d. Nahnings- 
und Genuflmittel, 16, 1908, S. 63-74, Milchw. Centralbl., 6, 1910, 
S. 468; A. Hesse und Rooper, Milchw. Centralbl., «, 1910 
S. 412—420. 

72. Keiiiigehalt erhitzter Milch. Der nicht selten 
recht bedeutende Keimgehalt der pasteurisierten und der 
sog. „sterilisierten*" Milch des Handels kann mit Hilfe der 
Katalase-Probe meist rasch nachgewiesen werden (vergl. 
t:; 53). Es ist jedoch zu beachten, daß nicht katalytisch 
wirkende Organismen (z. B. Buttersäure- Bakterien) eventuell 
zu Täuschungen Veranlassung geben können. 

Die Garproben (S 55) werden ebenfalls zweckmäßig 
in etwas modifizierter Form zur Prüfung erhitzter Milch 
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verwendet, speziell auch zur Ermittlmig dar Art dar über- 
lebenden Keime. Die am besten in kleinen Flaschen mit 
Bügelverachluß befindliche Milch wird, damit sicher koch- 
feste Sporen vorhanden sind, mit ein wenig Erde versetzt 
und die eine Flasche 5 — 10 Minuten bei 70 — 80* C, die 
andere 5 — 10 Minuten bei 100" C paateurisiert. Nach kurzer 
Aufbewahrung im Brutschrank (bei 38* C) pflegt die erste 
Probe lebhafte Buttersfiure-Gärung zu zeigen, wahrend in 
der zweiten meist die sog. „peptonisierenden" (käsestoff- 
lösenden) Bakterien vorherrschen. 

73, Züchtung der Hilch-AnaSroben. Atirobe Guß- 
kulturen der Gärproben erhitzter Milch ergeben verschiedene 
Formen der Subtilis- und der Meseoterieus-Gruppe. Das 
gefärbte Ausstricbpräparat läßt aber außerdem in der Regel 
verschiedene interessante Formen erkennen, die nur bei 
ana@rober Züchtung zur Entwicklung kommen. Unter Be- 
rücksichtigung des in g§ 41 — 4'6 Gesagten ist die Anaeroben- 
Kultur unter Verwendung von Fleisch- und Molken-Nähr- 
boden durchzuführen. Wegen der Identifizierung der obligaten 
Anaeroben s. Anhang I (Bazillus). Der unbewegliche Butter- 
säure-Bazillus sowie B. putrificus pflegen verhältnismäßig 
noch am häufigsten zu sein. Sie stammen aus dem Dünger, 
werden aber auch von hier aus in die Stalluft übertragen, 
in der sie (durch Aufstellen von Milchschalen) leicht nach- 
gewiesen werden können. 

Paateurisiert man gewöhnliche Marktmilch (ohne ErdzuBatz) 
ia der oben angegebeneo Weiee, und überträgt mau davon (unter 
AnsschlnS von Fremd infektionen) bestimmte Mengen '/,m> Via> ^i 
5 ccm) in Btorilisierte Milch, die man unter Luftabschluß auf- 
bewahrt, so kann man sich ein annähernd richtiges Urteil über 
die (in Banberer Milcb meist nnr kleine) Zahl der vorbandenen 
ÄnaSroben verBcbaffen. 
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XX. Seimgehalt der Botter 

74. Butter-Ausstrichpräparate. Verschieden alte, Süß- 
und Sauerrahm -Butter wird in Mengen von je ca. 1 g in 
kleinen Bechergläsem oder Scbälchen mit wenig (ca. 25 com) 
60 — 70" C warmem Wasser gründlich vermischt. Aus der 
Emulsion wird durch Zentrifugieren (nach § 51) das bakterien- 
haltige Sediment gewonnen, das zu gefärbten Ausstrich- 
präparaten zu verarbeiten ist. 

Der Nachweis der io Butter nicht allzu seltenen, wegen ihrer 
verwandtschaftlichen Beziehungen zn den Tuberkelbazillen beachtens- 
nerten sog. „säurefesten" Bakterien wird derart geführt, da6 man 
das fixierte Ausstricbprfiparat fast genau nach der im § 36 an- 
gegebenen Sporen-FärbuBgs-Methode behandelt, die man nur dahin 
modifiziert, daß man die Behandlung mit dem erwfirmten Karhol- 
fnchsin auf zwei Minuten abkürzt. Die etwa vorhandenen (gegen 
die Entfärbung durch Sänre-Alkobol in gleicher Weise wie die 
Tuberkelbazillen widerstandsfähigen) „ säurefesten " Butterbakterien 
erscheinen dann als rote Stäbchen neben den anderen blaugeKrbten 
Zellen. 

75. Keimgehalt der Butter. In frischer Butter sind 
meist zwischen 2 und 40 MilUonen Keime pro Gramm gezählt 
worden. Süßrahm -Butter pflegt in den ersten Tagen und 
Wochen der Aufbewahrung eine Keim Vermehrung erkennen 
zu lassen; weiterhin tritt hier, wie bei der Sauerrahm-Butter 
von vornherein ein Büchgang ein. Sehr alte Butter ent- 
hält in der Regel nur einige hundert Keime. Manche 
Buttersorten sind sehr reich an Sproßpilzen. 

Unter Berücksichtigung der Qualität der zu unter- 
suchenden Proben sind Verdünnungen und Gußkultnren 
analog den in § 50 enthaltenen Angaben anzufertigen. 
Das zur Verdünnung dienende Wasser wird vorher auf 
40" C angewärmt, sodaß die Butter (zur I. Verdünnung je 
1 g) leicht darin emnlgiert werden kann. 
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Für das uterile Abwägen von Butter, Käse und ähDÜchen 
Substanzen sterilisiert man (im Trockenscbrank) in einer 
Petrischale eine größere Zahl Filtrierpapierscheiben von 
9 cm Durchmesser, in einer zweiten solche von 7 cm Durch- 
messer. Auf die Wagschale wird mittels sterilisierter Pinzette 
erst die größere, dann die kleinere Papierscheibe aufgelegt 
nnd (nach dem Tarieren) die letztere als Unterlage für die 
zu wägende Substanz benutzt, die man mit einem sterili- 
sierten Messer, Löffel oder dergl. entnimmt. Zusammen 
mit der kleineren Papierscheibe wird dann dos Material in 
das I. Verdünnongs- Gläschen gebracht. 

Die auf den verschiedenen Substraten auftretenden 
Kolonien sind auszuzählen und die am häufigsten vor- 
kommenden Arten näher zu untersuchen. 

76. Prüfung des Säureweckers. Soweit Sauerrahm- 
Butter in Frage kommt, ist die Beschaffenheit des Säore- 
weckers von hervorragendem Einfluß auf die Qualität der 
Butter bezw. auf die diese bedingende Mikroflora des 
fertigen Produktes. Die Prüfung hat sich auf folgende vier 
Punkte zu erstrecken: 

1. Reinheit (Ermittlung des Organismen -Bestandes 
auf Molken- und Fleischagar), 

2. Säuerungs-Intensität (Feststellung der Wirksam- 
keit bei 20—30" C. nach an 3 Tagen wiederholten fort- 
laufenden Überimpfungen der Originalkultur in sterilisierter 
Milch), 

3. Einwirkung auf Geschmack und Aroma des 
Kahmes und der Butter, 

4. Konstanz der Eigenschaften (Prüfung der Be- 
ständigkeit der Säureptoduktion bei lange Zeit hindurch 
unter zusagenden Kultur- Bedingungen fortgesetzter Uber- 
teagung). 
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Literatur: L. Rassell and Uastings, Experimental Bairf 
Bacteriology, 1909, ä. 98 ff. 

XXI. Fettzersetzimg. 

77. AnhSufung fettzersetzender Keime. In 100 ccm 
Leitungswasser werden gelöst: O.lVo KNOj, O,!"/,, NH^Cl 
and 0,05"/o K^HPO^. Die Lösung wird in kleine Erlenmeyer- 
Kolben in sehr flacher Schicht verteilt und im strömenden 
Dampfe sterilisiert. Danach werden 0,3 — OjS^/gButyrin, Tri- 
palmitin, Trlstearin, Triolein oder Schweineschmalz in feinster 
Verteilung hinzugefügt und mit dem zu untersuchenden 
Katerial {Butter, Säurewecker, Wasser usw.) geimpft. Es 
wird bei 37** C kultiviert und nachdem Entwicklung ein- 
getreten iat, in die gleiche Lbsung ubergeimpft. Zur mi- 
kroskopischen Prüfung ist das Tusche- Äusstrichpi^parat (§ 24) 
am besten geeignet. 

78. Kultur auf Fettagar. Zum Herausfinden fett- 
spaltender Kolonien bedient man sich eines mit Fett ver- 
setzten Agars, das in verschiedener Weise bereitet werden 
kann. Auf Bntyrinagar, d. i. Fleischagar, dem nach dem 
Sterilisieren 0,5 */o Butyrin beigemischt wurde, pflegen die 
Keime aus der oben angegebenen Anhäufungskultur ebenso 
wie die aus ranziger Butter Kolonien zu liefern, die das 
schwach getrübte Butyrinagar lokal aufhellen und so zu 
einem ähnlichen Bilde Veranlassung geben wie die Milch- 
säure-Bakterien im Kreideagar. 

Die Zahl der fettspaltenden Arten ist ziemlich be- 
trächtlich. Besonders sind Fluoreszenten und deren farblose 
Parallelformen (Bact. punctatum), Mikrokokken sowie Sproß- 
und Schimmelpilze für die Zerlegung der Fette in Butter, 
Käse usw. verantwortlich zu machen. 

ÄuBführliche AngabeD über dae (besondera durch 0. Jeneen 
eingehend klargelegte) Ranzigwerden und aber sonatige abuonne 
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Ändernngeii des Butterfettes finden eich in meinem Eandbach der 
landw.. Bakteriologie, 1910, 8.309—319. 

XXH. Keimgehalt des Käses 

79. Schnitt- und Klatschprfiparate. Einfache, gefärbte 
Ausstrichpräparate aus Käse geben in der Regel kein ge- 
nügend klares Bild. Dagegen kann man sich mit Hilfe von 

Schnittpräparaten recht gut sowohl über die Formen wie 
namentlich auch über die Lagerang der Keime im Käse 
orientieren. Da die Anfertigung hinreichend dünner Schnitte 
oft Schwierigkeiten bereitet, ist es vorzuziehen, würfelförmige 
Käsestücke (mit glatten Schnittflächen) herzustellen, diese 
zwischen zwei saubere Objektträger zu legen und die nach 
leichtem Andrücken entstandenen Klatschpräparate in be- 
kannter Weise zu fixieren und nach dem Entfetten zu färben 
(vergl. § 00). In Hartkäse - Präparaten werden die lokalen 
Bakterien-Ansammlungen deutlich sichtbar, die man (nach 
Rodetla) als „Reifungszentren" bezeichnen kann (Tafel IH, 
Abb. 2, S. 82). Weichkäse liefern dagegen, namentlich in 
jugendlichem Zustande, die typische „Kerstreuungsform" 
(Tafel in, Abb. 3); zur Gewinnung klarer Büder ist hier die 
Benutzung des Chloroform -Methylenblau (ij 60) besonders 
angezeigt. 

80. Keimzahlen im Käse. Die Rinde junger Käse 
pflegt mehrere Milliarden, das Innere viele Millionen Keime 
zu enthalten. Oft schon am ersten oder doch nach wenigen 
Tagen ist das Maximum in der Entwicklung erreicht; mit 
fortschreitender Reife sinkt die Zahl mehr und mehr. Da 
die gleichmäßige Verteilimg der einzelnen Zellen, ebenso 
wie deren Kultivierung z. T. auf Schwierigkeiten stößt, 
sind die meisten der in der Literatur angegebenen Zahlen 
zu klein. 

LShali, PrakUkum. 7 



D5,l,r..cb,.GOOglC 



98 B. Molkerei-Bakteriologie 

Je 1 g Käse (aseptisch entnommen und gewogen nach 
der in § 75 beschriebenen Methode) verreibt man in sterili- 
sierter Reibschale, eventuell unter Zuhilfenahme von ste- 
rilem Quarzsand oder Glaspulver, mit ca. 10 ccm sterili- 
siertem Leitungswasser, bringt das Gemiseh in einen trocken 
sterilisierten Meßkolben (1000 ccm) und füllt mit sterili- 
siertem Leitungswasser bis zur Marke auf. Nach mehrere 
Minuten fortgesetztem Schütteln werden die weiteren Ver- 
dünnungen in Reagenzgläsern (mit je 9 ccm Wasser) her- 
gestellt; meist '/mono ^^^ Vioooooo> '*"'' bei jungen Käsen, ent- 
sprechend den obigen Angaben, bis ^/looooooooo S- ^^ 1 •'•'•'' 
von diesen Verdünnnngen (d. h. Viooooo bis Viooooooo 8 usw.) 
bringt man in die Petrischalen und vermischt hier mit Agar 
bezw. Gelatine (vergl. § 50). Gleichzeitig sind mit denselben 
Verdünnungen geschmolzene, bei 45* C gehaltene Agar- 
gläschen (Molken-Agar) zu infizieren, die in Burri-Röhren 
eingefüllt werden (vergl. §§ 20 und 41). Da die im Käse 
vorhandenen Keime im allgemeinen die AnaSrobiose bevor- 
zugen, so liefert das zuletzt angegebene Verfahren (bei 
38—40* C) in der Regel die höheren Keimzahlen. Nur die 
Rinde von Hartkäsen und flache (deshalb im Gegensatz 
zu den dickeren Käsen sauerstoffhaltige) Weichkäse 
pflegen mehr aerobe Organismen zu enthalten. Die am 
häufigsten vorkommenden Keime sind abzuimpfen und zu 



Zur raBcheren Erledigong dieser Zählungen kann wiedenim 
Arbeitsteilung (nach g 50) von Nutzen sein. 

Näheres Über die Mikrobiologie der verschiedenen ESse- 
aorten findet sich in Teil III, S neiDee „EandbncbB der lan<l- 
wirtschaftlichea Bakteriologie", Zahlen speziell in Abschnitt A, 
Kap. 2. 
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XXIII. Käse-Kilchsäurebakterien. Inafirobe 
Eäsebakterien >) 

81. Eäse^SIilchsäurebakterieii. Die Mehrzahl der unter 
aöroben wie unter anaeroben Beding^nngen aus Käse zur 
Entwicklung kommenden Keime sind Milchsäurebakterieo, 
und zwar können Vertreter aus allen vier Gruppen (S 61) 
gefunden werden. Wie in reiner Milch treten in gutem 
Käse die Darm-Milchsäure- Bakterien bis zum völligen Ver- 
schwinden zurUck; in fehlerhaften, insbesondere in geblähten 
Käsen sind sie dagegen meist recht zahlreich. Die Gas- 
bildung durch B. aSrogenes und dessen Verwandte spielt in 
diesem Falle eine wichtige Rolle. Die Milchsäure -Mikro- 
kokken sind, da sie ziemUch luftbedürftig sind, mehr auf 
die äußeren Partien der Käse angewiesen. Namentlich 
gelatineverflüssigende Formen dieser Gruppe werden in 
der Rindenschicht junger Käse konstant angetroffen. 
Weitaus am häufigsten sind aber Streptokokken und 
Laktobazillen , jene in den bei relativ niedriger Tempe- 
ratur hergestellten, diese in den mehr oder minder hoch 
nachgewärmten Käsesorten. Emmentaler Käse pflegt bereits 
bei direkter Aussaat in Molken-Agar in Burri-Eöhren die 
charakteristischen kleinen „Haarknäuel" in sehr großer Zahl 
zu tiefem; bei den andern Käsen ist es meist empfehlens- 
wert, die Laktobazillen zunächst in Hefeestrakt-Molken an-. 
zuhäufen (s. % 69). 

Nach 0. Jensen (Centralbl. f. Bakt,, II. Abt., 4. S. 196) ist 
auch peptonigierte Hilch für die EäBe-Hilcheäurebakterien besonders 
geeignet. Bieee wird folgen der mafieD bereitet: 1 L steriÜBierte Milch 
wird mit 10 ccm reiner, konz. Salzsäure (33 7^ HCl) und 2 g reinem 



^) Vor Beginn dieser Obung sind nStigenfallB die für Kap. XXIII 
und XXIV erforderlichen Nährböden fertig zu stellen (vergl. § 49 
nnd Kap. XVIII, Anm. 1). 
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Pepsin (Pepsin, gennan. pur. gran.) versetzt. Die Mischang wird 
anter wiederbolt«m UmBchütteln 36-48 Stunden bei 3a—iT>C ge- 
bolteii. Dann wird neutralisiert, 10 Minuten im Autoklaven auf 
115— 130° C erhitzl, filtriert und die Aciditfit so geregelt, dafi 5 com 
(bei Phenolphthalein- Zusatz) 1-2 ccm '/io'H<''"i''~I'ftuge binden. 
Nach erfolgt«in Klttren mit Eiweiß wird nochmals filtriert und 
eventuell Gelatine hezw. Agar hin^ngefügt. 

Besonders in der Grappe der Milchsäure-Uikrokokken 
sind kasei'nlösende Formen häufig; doch auch unter den 
Streptokokken und Laktobazillen sind solche anzutreffen. 
Die isolierten Stämme sind auf Milchagar, eventuell auch 
auf Kasein zu prüfen (vergl. §S 63 und 64). 

82. Anaerobe Küsebakterien, Mit wenigen Ausnahmen 
sind die Käse ebenso arm an obligat anaSroben Bakterien 
wie die Milch (§ 73). Eine Ausnahme bildet z. B. der „Schab- 
zieger" (Kräuterkäse), in dem streng anaSrobe Buttersäure- 
bakterien sich an der Reifung wesentlich mit beteiligen. 
Dagegen sind die Eiweißzersetzer aus der Verwandtschaft des 
B. putrificus relativ selten und von nebensächlicher Bedeutung. 

Zur Anhäufung kann man sich des in g 72 angegebenen, 
entsprechend modifizierten Verfahrens bedienen (sterilisieiie 
Milch, geimpft mit Käse statt mit Erde). Um speziell die 
eiweißzersetzenden Anaeroben anzureichern, bringt man die 
Käse-Emulsion in ein Ref^euzglas, in dem sich ein Würfel 
hartgekochtes Hühner-Eiweiß in der 4 — 5 fachen Wasser- 
menge befindet, und verschließt nach Wright-Burri (^ 42). 
Doch sind hierbei Täuschungen nicht ausgeschlossen, insofern 
mit übertragene Enzyme die Eiweißlösung bewirken können. 

8S. Bildung von fltlcliti§;eu Fettsäaren und von Gasen. 

Zum Teil verdanken die für Gemch und Geschmack des Produktes 
nicht unwichtigen freien Fettsäuren ihre Existenz der Tätigkeit 
tettspaltender Organismen. Deren Isoliernng erfolgt nach §78. 
Aufierdem aber kommen hier sowohl der EiweiSabbau wie die 
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Vergärung von Laktaten, Sncciuaten, Glyzerin o. a. in Be- 
tracht. Die für die ÄugenbildaDg in den Hartk&Mn verontwortHoh 
za machenden Oaemengen Bind vorwiegend auf diese FrozeBee znrück- 
üuftthreo. Zur Anhänfaitg der an den zuletzt genannten ümaetzungen 
beteiligten OrganismeD kann (nach 0. Jenseti] folgende LGsnng 
benutzt werden: 100 Leitung» waaser, 2 Pepton Witte, 0,5 NaCl, 
0,2 KHjPO,, 0,05 MgSO. und 2 Ca-Laktat oder 1,0 Ca-Succinat 
oder 5 Glyzerin. Nach mehrfacher Überimpfung kann zur Isoliemng 
auf Holkeo'Agar geschritten werden. 

Literatur zu g§ 81—83: Lübnie, Handbuch der landw. 
Bakteriologie, Teil III, 3 AbBobnitt Ä, Kap. 3 und Abechuitt B, 
Kap. 4. 

XXIV. Terflflsaigende Bakterien. Sproß- 
und Schimmelpilze 

84. Verflüssigende Bakterien. Außer den kosei'n- 
lösenden Milch säur ebakterien finden sich besonders in den 
äußeren Partien der Käse verschiedene andere Arten, die 
den Käsestoff in lösliche Porm überführen und meist anch 
Gelatine verflüasigen. Soweit die Kägestoff-LOsung bei 
schwach saurer Reaktion von statten geht, handelt es sich 
um die von Gorini als Säure- Lab- Bakterien bezeichneten Or- 
ganismen, die allerdings z. T. mit den kaseinlösenden Milch- 
säurebakterien identisch sind (vergl. § 62). Femer lösen 
die an der Bot- oder Braunfärimng der Bindenschicht be- 
teiligten Bakterien den Kftsestoff, während nur einige von 
ihnen auch die Gelatine verflüssigen. 

Die kräftig Gelatine-verflüssigenden, aSroben Sporen- 
bildner aus der Gruppe des B. subtilis und mesentericus, 
die früher unter der Bezeichnung Tyrothrix als wichtige Rei- 
fnngs-Erreger in den Lehrbüchern figurierten, sind jedenfalls 
nur von untei^eordneter Bedeutung. Um sie im Käse auf- 
zufinden , bedarf es oft eines besonderen Anreicberungs- 
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Verfahrens: Nach § 32 entzuckerte Bouillon wird nach der 

Impfung mit Käse-Emulaion 5 — 10 Minuten bei 80" C pasteu- 
risiert und später Fleischgelatine- und Fleisch agar- Platten 
gegossen. 

85. SproRpilze. Während Hefezellen in den Hartkäsen 
meist nur in relativ sehr geringer Zahl vorzukommen pflegen, 
spielen sie fast in allen Weichkäsen eine mehr oder minder 
wichtige Rolle. Hefenreich sind besonders Gervais-, Imperial- 
and ähnliche Käse, die sich besonders gut als Äusgangs- 
Material für Sproäpilz- Studien eignen. In Cheddarkäse ver- 
anlassen Hefen nicht selten fehlerhafte Reifungserschei- 
nungen. 

Zur direkten Anfertigung elektiver Gußkulturen kann 
(nach L. Russell und Hastings) derart verfahren werden, 
daß man in einem Keageozglas 1 g Weinsäure in 10 ccm 
Wasser löst, sterilisiert und davon {mittels steriler Pipette) 
je 1 ccm in die Petrischale überträgt. Das geimpfte Fleisch- 
Ägar wird hinzugefügt und mit der Säure gut vermischt, 
die fast alle andern Keime unterdrückt. — Erscheint eine 
vorauf gehende Anhäufung angezeigt, so sind die in § 70 
enthaltenen Angaben sinngemäß anzuwenden. 

Die Bestimmung der KäBe-Hefen ist schwierig; eingebende 
vergleicheade Untersncbungen fehlen. ÄuBer dem in meinem 
„Handbuch der landw. Bakteriologie" hierüber Zusam mengest eilten 
vergt. eine spfiter erschienene Arbeit von W. Dorabrowski, 
Centralbl. f. Bakt,, IL Abt., 28, S. :J45-J02. 

8fi. Schiuiuielpilze. Die besonders für Käse nach Brie-, 
Camembert- und Roquefort- Art wichtigen Schimmelpilze 
pflegen sich auf den gewöhnlichen Gußkulturen üppig zu 
entwickeln. 

An Schimmelpilz: -Sporen reiche Kwiturgefäße dürfen nicht im 
Iiaboratoriiim geöffnet werdet. 
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Für Spezialn&hrböden sind zahlreiche Rezept« aufgestellt 
worden, z. B.: 

Bro&rei, hergestellt aus trookenem zerriebenen Brot, das man 
1 cm hoch in Erlen meyer-KollwD einfüllt, mit Wasser durchtrilnkt 
und im B^menden Dampf (dnrch dreimaliges Erhitzen) sterilisiert. 

Beitbrei, bereitet aus 10 g Beistnehl, 15 ccm Hilch nnd 5 ccm 
Bouillon, wie Brotbrei sterilisiert. 

WiirteAgar, erhalten durch Znsatz Ton 1 '/j % *K*' ^" (nicht 
Deutralisierter!) Bierwürze. 

PßaumendeicoktGelaiine, hergegtellt aus 100 g getrockneten 
Pflaumen, die man zweimal mit je 100 ccm Wasser aufkocht; die 
vereinten 300 ccm Dekokt werden mit 10"/, Gelatine versetzt, aber 
nicht neutralisiert. 
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XXY. Keimgehalt des Dfingers 

87. Nährböden. Der Bestand an verfügbaren Reagenz- 
gläsern ist auf 200 Stück zu ergänzen. Nach der in S§ 6—13 
geschilderten Arbeitsweise sind fertigzustellen: 

40 aiaa FleischgeUtine 20 OUs Bouillon 

40 Qlas FleiBcIiagar 20 Glae Milch 

20 Gka Traübenzncker-Agar 20 Glas Kartoffeln 

Femer wird Dünger- Extrakt bereitet, indem ca. 150 g 
Stalldünger mit 300 ccm Wasser Übergossen 24 Stunden 
aufbewahrt werden. Nach erfolgter Filtration (durch Papier- 
Faltenfilter) werden je 100 ccm mit 0,05''/(, KaHPO^ und 
l'/ä"/o Agar bzw. 10°/o Gelatine versetzt, nötigenfalls neu- 
tralisiert, mit Eiweiß geklärt und in Gläschen verteilt. 

Der angegebene Vorrat an Nährböden reicht, abgesehen von 
FleiBchgelatine und Fleiscbagar, für «amtliche in dieeem Abschnitt 
angegebene Übangen, sofern nicht besonders aaEfttbrliche Unter- 
suchungen damit verbunden werden. 

Über die außerdem benötigten Nährsubstrate wird weiterhin 
das Erforderliche mitgeteilt werden. 

88. Mikroskopische Untersuchungen. Von festen und 
flüssigen Exkrementen sowie von gemischtem Stalldünger 
sind (nötigenfalls nach gründlichem Verreiben mit wenig 
Wasser) Ausstrich-Präparate sowie Präparate im hängenden 
Tropfen anzufertigen und genau zu durchmustern. Die 
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festen Exkremente liefern besonders in ungefärbten, nach 
erfolgtem Antrocknen direkt in Balsam eingeschlossenen 
Ausstrichpräparaten sehr interessante 
Bilder {Abb. 38). Neben wenigen 
unverdauten Futterresten sieht man 
große, oft in Haufen zusammen ge- 
lagerte Massen von Bakterien der ver- 
schiedensten Form, In lebhafter Zer- 
setzung begriffene Jauche gewährt 
namenthch im hängenden Tropfen 
Gelegenheit zu sehr abwechslungs- 
reichen Beobachtungen. In zier- , - - 
ücher Schraubenbewegung befindliche '""'' *'^'' 
(schwer znchtbare) Spirillen sind hier in der Regel gut zu 
sehen. 

Das gefärbte Ansstriclipräparat kann bei etwas modifizierter 
An der Anfertigung (nach A. Klein) auch xa mikrosicopiteheti 
Zahlungen verwendet werden. 1 g feste Eikremente werden mit 
4 com steril isiertem Waaaer im Reagenzglas kräftig durchgesoiiiittelt. 
Vj ccm der Antschwemmung wird in ein Uhrglaa tttpipettiert uod 
'4 com Anilin Wasser -VilitoriabUa (s. § 35) hinzugefügt. Nach 
gletchmäSiger VermiHchnng wird nnter Benatzung einer Flatinöse, 
deren Inhalt durch mehrmals wiederholte Wägungen vorher fest- 
geatellt wurde, ein bestimmtes Quantum EDtnommen und auf einen 
bestimmten Flächeuranm des Objektträgers oder dea Deckglases 
recht gleichmäßig ausgeatrichen. Mau ISSt das Material antrocknen, 
fixiert nnd schlieBt (natürlich ohne abzuepülen!) in Balsam ein. 
Dann werden 50 Gesichtsfelder ausgezählt und nach Festatellung 
von deren Gröfle die erforderlichen Umrechnungen ansgetührt. 

Trotz der selbstverständlich sehr weiten Fehlergrenzen gibt 
dieses Verfahren ein richtigeres Bild vom Keimgehalt der Exkremente, 
als dies für die Gnßkulturen zutrifft. Unter Berücksichtigung der 
schwächeren Tingierbaikeit abgestorbener Bakterien kann man sich 
anfierdem einen ungefähren Überblick über die auf die lebenden 
bezw. toten Keime entfallenden Anteile verschaffen. 
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Literatur: A. Klein, Centralbl. f. Bakt., I. Abt., 2J, S. 834, 
Archiv f. Hygiene, 45, 1902, S. 122 H. 

89. Aerobe und anaerobe Gufikulturen. In einem 
2-Liter-Eolben wird 1 Liter und in 6 Reagenzgläsern je 
9 ccm Leitungswasser sterilisiert. Femer sind 8 1-ccm-Pi- 
petten sowie 6 Burri-Röhren (im Autoklav oder im Dampf- 
topf) und 12 leere sowie 2 mit {nach § 75 hergestellten) 
Filtrierpapier-Scheiben gefüllte Petrischalen im Trocken- 
schrank zu sterilisieren. Nach erfolgter Abkühlung werden 
je 3 Gläschen Fleisch- und Düngerextratt-G«latine sowie 
je 6 Gläschen Fleisch- und DUngerextrakt - Agar in ge- 
schmolzenem Zustande (in richtig temperiertem Wasser) 
zurechtgestellt. Dann wird 1 g Substanz (nach § 75) ab- 
gewogen und in dem einen Liter sterilisierten Wassers 
durch mehrere Minuten anhaltendes Schütteln gründlich 
verteilt. Nach jedesmaligem kräftigen^) Durchschütteln 
werden unter Übertragung von je 1 ccm die erforderlidien 
Verdünnungen in 5 Reagenzgläsern hergestellt (vergl. § 20). 
Gleichzeitig bringt man je 1 ccm aus dem 3. bis 5. Glase 
(entsprechend ^/loooooo ^^ ^/loooooooo?) ^^ '^* (genau be- 
zeichneten) Schalen und impft in anologer Weise je 3 Fleisch- 
agar- und Düngerextrakt-Agar-Röhrchen für die Anaeroben- 
Kultur. Die Gußkulturen werden in bekannter Weise 
(^ 17, 20 und 34) hergestellt, aufbewahrt und ausgezählt. 
Die ermittelte Zahl bleibt in der Regel weit hinter der- 
jenigen der wirklich vorhandenen lebenden Keime zurück, 
von denen in 1 g festen Exkrementen etwa 2 — 20 Milliarden 
zugegen sein mögen. 



^) Wie das mikroakopisohe Präparat erkennen läBt, hangen 
die Keime oft zu mehreren zasaminen; nur durch starke Be- 
wegung können sie getrennt werden, unterbleibt dies, so ent- 
stehen Uiscbkolonien. 



byCOOglC 



XXVI. Aiiaerobe Pektin- und Zellulose -Zersetzung 107 

IMe am h&ufigsten vorkommenden Keime sind abzn- 
impfen, durch emeutea Plattengießen zu reinigen {vergl. 
§ 21) und in bekannter Weise zu untersuchen (Kap. V — VHIl. 

90. Gewichts au alftis che Bestimmiing der Torhandenen 
Hlhro Organismen. ÄnoShernd richtige Aiihaltspnakte ülier die in 
den festen Exkrementen vorhandenen (lebenden und toten) Keim- 
Mengen können anoh dadnreh gewonnen werden, daß man (nach 
J. Strasburger) durch Zentrifngieren Kotbestandteile nnd Bakterien 
trennt. Das (beBondera an menschlichen FHzes oft erprobte nnd 
modifizierte) Verfahren wird folgen dermafien ansgeführt: 2 ccm Eot 
werden in der Reibschale mit 70 com */,-proz. Salzsänre verrieben 
und in zwei Portionen (zn je 35 ccm) ca. 5 Uinuten rasch (ca. 
2000 Tonren pro Minute) «entrifugiert. Die Flüssigkeit wird ab- 
gesaugt, mit iwei Teilen 96-proz. Alkohol versetzt und 12 — 15 Stunden 
bei 38° C aufbewahrt. Den hieraus dnrch Zentrifugieren gewonnenen 
Absatz wäscht man mit Alkohol ans, schwemmt in Äther anf und 
läßt einen Tag lang (unter wiederholtem Umschwenken) stehen. Dann 
wird wieder abgesaugt, Alkohol zugegeben, zeutrifugiert nnd der 
Rückstand einen Tag unter Pepsin-Salzsäure aufbewahrt. Den nach 
Verdünnung der Flüssigkeit mit zwei Teilen Alkohol durch er- 
neutes Zentrifngieren gewonnenen Absatz spült man (mittels Alkohol) 
in ein Porzellanschäkhen, trocknet nnd wägt. 

Literatur: Strasburger, Zeitschr. f klin. Medizin, 4», 1002, 
8. 418; Ermann, Über eine Methode zur Feststellung der in den 
Fäzes entb. Bakt Diss. med. Bonn, 1»02; Ehrenptordt, Zeitschr. 
f. eiperim. Pathologie, 7, 1909, S. 455. 

XXYI. ADa€ro1>e Pektin- and Zellolose-ZerBetzang ') 

91. A.na€robe Pcktinzersetzunf^. Zur Anhäufung der 
aktiven Organismen (ans der Gruppe des Bac. amylobacter) 
kann folgende Lösung benutzt werden: 



•) Über aerobe Pektin- nnd Zellnlose- Zersetzung wird 
XXXIII. Kapitel gesprochen werden. 
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100 LeitungswasBer 0,05 K^HPO^ 

0,05 (NHj)iSO, 2 CaCO. 

Davon sind je ca. 20 ccm in 3—4 Reagenzgläser zu füllen, in 
die vorher je 0,1 g Pektin ^) gegeben wurde. Nach dem Sterili- 
sieren (im strömenden Dampf) wird ein Gläschen mit wenig 
gerottetem Stallmist geimpft und bei 38 " C bebrütet. Nachdem 
kräftige Gasentwicklung eingetreten ist {nach 4 — 8 Tagen), 
wird in ein zweites Glas übergeimpft und eventuell von 
hier aus durch nochmalige Übertragung weiter gereinigt, 
Die Pektinz ersetz er sind eingehend mikroskopisch (am 
besten im Tusche- Ausstrichpräparat) zu prüfen. Auf Agar, 
das unter Verwendung von verdünnter, schwach saurer 
Bierwürze herzustellen ist, können sie (in den Burri-Eöhren) 
isoliert werden. 

92, Anaerobe Zellulose-Zersetzung. Die bisher am 
besten bekannten anagroben Zellulose -Zersetz er sind die von 
Omelianski eingehend studierten Wasserstoff- und Methan- 
Bazillen. Zur Anhäufung dient folgende Lösung: 
100 destill. WasBer 0,05 MgSO, 

0,1 (NH,),SOj Spnr NaCl 

0,1 K,HPO, 2 CaCO, 



') Das Pektin wird am besten (oaeh Behrens nndStSrmer) 
in folgender Weise gewonnen: 500 g zerriebene Rüben oder Möhren 
werden zunäohst mit heißem chlorofonn haltigen Wasser mehrfach 
auBgelangt. Dann wird '/^ Staude (ohne Erwärmen) mit veidiinnter 
Natronlaage heliandelt, mit Wasser naohgewaBchen, '/, Stunde mit 
verdünnter Salzsäure extrahiert und wieder mit Wasser nach- 
gewaschen. Schliefilich werden die Pektin Substanzen mit verdünntem 
AmmoniakwsBBer gelöst und aus der ammoniakalisohen Lösung durch 
Zugabe von 'j,pToz. Chloroalcinm- Lösung die Pektin -Qallerte g;e- 
fillt, die mit viel destilliertem WaBSer, zuletzt anf dem Filter aas- 
ZQwaachen ist. Aus Flachs, Hanf, Stroh usw. kann dasselbe 
Präparat, aber nnr in relativ geringen Mengen gewonnen werden. 
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Einige Qläser werden mit je ca. 20 ccm der Lösung 
gefüllt, ca. 0,1 g Filtrierpapier, Watte oder Stroh hinzuge- 
fügt, reichlich mit gerottetem Stallmist geimpft und bei 
38 f C aufbewahrt. 

Zur Anhäufung des MethanbtteiUus wird jedesmal bei 
beginnender Gärung (ohne Pasteuriaierung) in die gleiche 
Lösung übergeimpft. Der Wasierttoffbaz'Wug wird dagegen 
erhalten, wenn vor der jedesmaligen "Übertragung durch 
Pasteurisieren die zu dieser Zeit in vegetativer Form vor- 
handenen Methanbazillen abgetötet und so die gleichzeitig 
im Sporenzustande anwesenden Wasserstoff -Bazillen ausge- 



Die Kultivierung dieser anaeroben Zellulose -Zersetzer 
auf festen Substraten ist bisher nur in Ausnahmefällen ge- 
lungen. 

Literatur: Omeliatiaki, Ceutralbl. f. Bakt., 11. Abt., 8, 
speü. S.226t., 263, 290 f, 355 f., und II, S. 369. "Wegen ancierer 
ZellnloBe-Zersetzer s. Lühuia, Handbucb d. landw. Bakteriologie. 

XXTII. BildaDg von Gasen. Thermophile Bakterieo. 

93. BlldDDg von Hethan *). Neben der Vergärung der Zellu- 
lose kann das in den Dilngergasen vorkommende Methan auch der 
Zersetzung von Salzen OTganüdter Säuren, von Gummi, Stärke und 
Zwäeer sowie von Eiweißsubatamtn seine Existenz verdanken. Zur 
Einleitung des Prozesses können folgende Lösungen benutzt werden: 
100 Leitungswasser i i Acetat oder Butyrat oder Laktat usw., 

0,05 NHjCl l -|_ 1 »/^ bezw. Gummi oder Stärke oder Zatlter, 

0,05 KjHPO, I Ibezw. Pepton oder "Wolle. 

Die Substrate sind in Keagenzgläser zu verteilen, reichlich mit ge- 
rottetem Mist za impfen und bei 38° C za halten. 



') Eventuell können mit den Versnchen über die Bildung von 
CH, und H Experimente über die Verarbeitung dieser Gase durch 
Mikroorganismen verbunden werden; vergl. Kap. XXXIV. 
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Die aktiven OrgauiBmen sind noch nicht oiher studiert vordem. 
Tasche-Aasstrichpräparat« liefern sehr interessante Bilder. 

Literatur: Maz^, Compt. rend. (Paria), 187, S. 887; Ome- 
lianski, Ceotralbl. E. Bakt.. II. Abt., 15, S. 679; Sühogen, 
Proefschrift Delft, 1906, ref. Botan. Centralbl, 105, S. 371. 

M. Bildnog TOn WaSHerstoff '). Wie das Sumpfgas hann 
auch der im Dünger auftretende Waaaerstotf anderen Quellen als 
der ZeltuloBe- Zersetzung entstammen. Die im rottenden Hist in 
groBer Zahl vorkommenden Formen aua der Gruppe des Aerobacter 
und Amylobacter können sowohl aus Salzen organischer Säaren, 
Stärke und Zuckerarten, wie aus stickstoffhaltigen Stoffen (neben 
CO,) mehr oder minder grofi« H-Mengen jo Freiheit setzen. Eine 
mit besonderem Namen (Bact. formicicum) belegte, Formiat nnter 
Wasserat off -Entwicklung vergärende Coli-VarietSt kann z. B. in 
nacbsteheuder LQsung angehäuft werden: 

LeitungBwaBaer + 0,2% Pepton -[-2% Calcium- Formiat ver- 
teilt in Reagenzgläser, geimpft mit Dünger, einige Tage b«i 36° C 
kultiviert. 

Literatur: Omelianski, Centralbl. f. Bakt, II. Abt., 11, 
S. 177, ^6, 317 nnd 14, S. 874. 

95. Kohlensfinre- Produktion. Noch zahlreicher als die von 
den verschiedenen Methan- und Waaseratoft- Bildnern zersetzten 
Substanzen aind die unter Kohlensäure-Entwicklung von der groSen 
Schar von Dünger- Organiamen veratmeten Stoffe. Von der Intensität 
der Umsetznng kann man sich ohne weiteres überzeugen, wenn man 
einen Strom kohlen säurefreier Luft eine mit doppelt durchbohrtem 
Stopfen verachlossene, mit Mist gefüllte Flasche und danach eine 
geeignete Anffangvorricbtang passieren läBt (zar Demonetration: 
Röhre mit Barytlauge; zur i^uantitativen Bestimmung: Ealiapparat 
nach Liebig). 

96. Thermophlle Bakterien. Infolge der besonders in den 
ersten Wochen sehr lebhaften Zersetzunga Vorgänge überschreitet die 
Temperatur dea Düngerhaufens nicht selten 45—50 " C, d. h. jene 

■) S. Anm. auf S. 109. 
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örenze, oberhiUb deren nur noch tbermophile Bakterien tätig sein 
können. Biese können isoliert werden, indem mau zun&chst mit 
Mist geimpfte Bönillon bei 50 — 60° C aufbewabrt nnd die hierin 
znr Entwicklang kommenden Eeime mittels Ägar-Gaßknlturen (bei 
gleicher Temperator) züchtet. 

XXVm. Harnstoff-, Uippnrsänre- nnd Harnsäare- 
BakterieD 

97. Hamstofr-Bakterien. 500 ccm Fleischbonillon sind 
zn bereiten und davon 400 ccm zut Herstellung von 200 ccm 
Fleischgelatine (mit 12 statt IO^'/q Gelatine-Zusatz) und 
200 ccm Fleisch-Ägar zu verwenden. Von den restierenden 
100 ccm Bouillon erhalten 50 ccm einen Zusatz von 27oi '^i^ 
andern 50 dagegen lO^/j, Harnstoff. Die 2- bezw. lOproz. 
Harnstoff - Bouillon ist in je 6 Reagenzgläser zu verteilen. 
Qelatine und Agar geniigen zur Füllung von je ca. 24 
Glftschen. Nachdem in gewohnter Weise sterilisiert worden 
ist, wird 18 Gelatine- und 12 Agar-Gläschen je 1 ccm einer 
lö-proz. wässerigen HamstofflÖsung hinzugefügt und noch 
einmal im strömenden Dampfe erhitzt. 

Der Harn Stoff zasatz vermindert die Erstarrangsfähigkeit der 
Qelatine, deshalb wird er zwectmäBig erst vor dem letzten Steri- 
lisieren hinzugefügt. Im strömenden Dampf wird ein relativ kleiner 
Teil des Harnstoffs in Ammoniak übergeführt, was auf den Yerlanf 
des Versuches ohne erbeblichen EinfloB ist Mit gespanntem Dampf 
dürfen Harnstoff -haltige Nährböden sei bstverstfind lieh nicht be- 
handelt werden. — Die nicht mit Harnstoff versetzten Gelatine- und 
AgarrShrchen dienen znr Ergänzung des Bestandes. 

Ein Gläschen mit 2-proz. Harnstoff -Bouillon wird nach 
erfolgter Impfung mit Miet oder Jauche bei ca. 10" C auf- 
bewahrt; verschiedene Eurzstäbcben und Mikrokokken 
kommen zur Entwicklung. Ein Gläschen mit lO-proz. 
Harnstoff -Bouillon ist nach Impfung mit dem gleichen 



byGooglc 



112 C. DüHger-Bakteriologie 

Material bei SS** C zu halten; nach 2 — 4 Tagen ist starker 
Ammoniakgeruch wahrnehmbar, schlanke sporenbildende 
Bakterien sind io der nur schwach getrübten Flüssigkeit 

sichtbar. 

Aus den beiden Gläschen ist, sobald deutlicher Ammoniak- 
Geruch auftritt, in die entsprechende Lösung überzuimpfen 
und unter gleichen Bedingungen zu kultivieren. Die Guß- 
kulturen aus der kalt gehaltenen 2-pro2. Harnstoff-Bouillon 
können unter Verwendung von Harnstoff -Gelatine ange- 
fertigt werden; für die lO-proz. Harnstoff -Bouillon kann 
Hamstoff-Agar Verwendung finden. Nach erfolgter Reinigung 
sind die isoherten Stämme außer auf Harnstoff -Agar, Harn- 
stoff-Gelatine und Harn Stoff -Bouillon auch auf den sechs 
Standard -Nährböden zu prüfen, auf denen speziell die aus 
der lO-proz. Harnstoff-Bouillon isolierten Formen fast nie- 
mals, die aus der 2-proz. Lösung ziemlich oft nicht wachsen. 
Der häufigste Sporenbildner in der 10-proz. Lösung ist der 
Bacillus Pasteurii; in den verdtinnteren Lösungen sind 
Fluoreszenten, Mikrokokken, verschiedene Varietäten von 
Bact. coli, vulgare, erythrogenes u. a. anzutreffen. 

In den harngtoffhaltigeu Nährböden sind EristAllbildnngen 
nicht selten; doch treten sie keineswegs so regelmäßig auf, daß sie 
als Erkenn ungsmerkmal hamstoff Spaltender Bakterien verwendbar 
wären. 

Literatur über Harnstoffbakterien : Beijerinck, Centralbl. 
t. Bakt., II. Abt., 7, S. 33. Weitere Angaben über andere, be- 
sonders zur Anbänfnng harnqtoff zersetzender Arten aus Erde ge- 
eignete Nährlösungen folgen in g 119. 

98. HippnrsSnre-Bakterleii. 100 ecm Leitungswasser -|- 0,3 g 
hippursaurem Natron -|- 0,05 g KjHPOj werden zu je 10 com in 
kleine Erlenmey er- Kolben gefüllt nnd mit Miat oder Janohe geimpft. 
Die Zersetzung verlKuft ziemlich laugsam. Mikrokokken, verschie- 
dene Korzstäbcheo (Bact. prodigiosum, vulgare u. a.) eowie Schimmel- 
pilze treten in Tätigkeit. 
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W. Harn 9 Snre- Bakterien. 100 ccm Leitungswasser -|- 0,S g 
HarnBäure -j- 0,05 g KjHPO, werden zn je 10 cem in kleine Erlen- 
meyer-Eolben gefüllt nnd mit Mist oder Jauche geimpft. Flnores- 
zenten und andere Stäbchen Bowie Scbiminelpilze künneu sieb an 
der Zersetzung beteiligen. Der intermediär gebildete Harnstoff wird 
nicht inimer von demselben Organismus weiterzersetzt. Zur Isolie- 
rung kann Fleiscbgelatine benutzt werden. 



XXIX. Nitrifikation. Denitrifikation. Nitrat- 
rednktion 

100. Nitrifikation. Nur in der oberen Schiebt des 
Hofdüngers und am Boden des Flachstalles pflegen die 
Salpeterbafeterien in größerer Zahl vorzukommen. Dagegen 
verhindern in der Regel Luftmangel und Anwesenheit freien 
Ammoniaks im Tiefstalldünger vrie in den tieferen Schichten 
des auf der DUngerstätte lagernden Mistes eine nennens- 
werte Vermehrung dieser Organismen. Die Hauptstätte 
der Nitrifikation ist die Ackererde. 

Bei Zimmertemperatur pflegt der Nitrifikations- Versuch 
3 — i Wochen in Anspruch zu nehmen. Es erscheint des- 
halb zweckmäßig, die nachstehend angegebenen 3 Lösungen 
SD-wohl mit geeignetem Stallmist wie auch gleichzeitig 
mit Erde zu impfen. Isolierungsverauche können später 
(g 121) unt«r Verwendung dieser Anhäufungskulturen vor- 
genommen werden. Durch Kultivieren bei 25—30" C 
kann der Verlauf der Umsetzung nötigenfalls beschleunigt 
werden. 

Die erste der drei nachstehend aufgeführten Lösun- 
gen läßt vornehmlich die Nitritbildner, Lösung II die 
Nitratbildner und Lösung III gleichzeitig (wie im natür- 
lichen Substrat) Nitrit- und Nitratbildner znr Entwicklung 



byCOOglC 



0,10 (NH.)^0. 


aBzD Dwm a. 


ö. 


0,10 E^PO. 


(«BiscbeB 


0. 


0,05 MgSO, 


M.p.«.inm. 


0. 


0,20 NhCI 


kHrbonat im 


0,( 


0,04 Fe 80. 


OberachnB 


0,0 



C. Dnnger-Bakteriologie 



d«st.WaaB«T DieBelbeLfiaungwieT. 
.10N«NO, Docb wird an Stelle 

,Ofi K^PO, d«s Hagnesininkubo- 
DBtg Dseb dem Sterili- 
.OSKaC! Bieren CaCO, hinzu- 

,03 N»,CO, seffigt. 

Portioniert wird zu je 10 com in 50 ccm-Erlenmeyer- 
Eolben; zur Impfung dient einerseits eine kleine Quantität, 
^^- */io S Dünger entsprechender wässeriger Mistauszug, 
andrerseits '/i,, g fruchtbare Erde, Nach Verlauf von etwa 
8—14 Tagen kann man damit beginnen, aller 2 — B Tage 
von der (klarbleibenden!) Flüssigkeit mit der sterilisierten 
Öse eine geringe Menge für eine Tüpfelreaktion (auf dem 
Porzellanteller) zu entnehmen. Mit Neßlers Reagens wird 
auf das Verschwinden des Ammoniaks, mit SulfanilsSure- 
N^aphtylamin auf Entstehen bezw. Verschwinden des Nitrits 
geprüft. Die Nitrat-Kndreaktion kann mit Diphenylamin- 
Schwefelsäure nachgewiesen werden. 

Dae Nitrit-ReageuB wird zweckmgfiig nach folgendem 
Rezept bereitet: 0,B g Solfanilsänre werden in 150 ccm 33-proz. 
Essigsäure gelöst, dergleichen 0,1 g a-Naphtylamin onter Erwärmen 
in 20 ccm Wasser. Der zweiten LSaung werden ebenfalls 150 ccm 
33-proz. Essigsäure hinzugefügt, dann beide Losungen vereinigt und 
in luftdicht schließender Flasche aufbewahrt. Noch 0,0002 mg 
Nitrit werden durch rötliche ESrbnng angezeigt. 

101. Denitrifikation. Die am häufigsten benutzten') 
elektiven Nährsubstrate sind Salpeterbouillon und sog. Qütay- 
Lö»u,ng. Jene wird bereitet, indem man einigen {etwa 6) 
Bouillongläschen je 1 ccm einer 1-proz. SalpeterlOsong (ent- 
sprechend ca. 0,1 "/o) hinzufügt und nochmals sterilisiert. 



») Weitere Rezepte folgen in § 122. 
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XXIX. Nitrifikation. Denitrifikation. NitratredabtioQ 115 

Den gleichen Zusatz erhalten 10 Fleischagar-Röhrchen. Für 
die Bereitung der Giltay-Lösung gilt nachstehende Vorschrift : 
0,2 g KNO, \ gelöst in 25 ccm i 

0,1 g ÄBparagio I deBtill. Wasser I „ ., _.. 

„_ ° „./ „ , Beide Lbsnngen 

0,5 e Zitronensäure 1 ,„ . . ,„ . . . '. 

9 t K-W PO K*^**** '° ^** ""^ I ""^*''' """"'K* 

2 M SO "**'""■ ^"'"■' 1 '""' ""^ ***** """' 

n'nn r. /i. ' I neutralisiert mit anfgefüllt, 

0,02 g CaCl, ,- ,., ^ 

o Ti. f.! Kalilauge 

Spur Fe,Ci, J ° ' 

35 ccm werden auf 4 Reagenzgläser verteilt; der Rest wird 
mit l'/s^/o Agar versetzt, nach erfolgter Filtration eben- 
falls anf Olääer gefüllt nnd sterilisiert. 

Je ein Glas beider Lösungen wird mit ^/^ — '/^ g rottendem 
Mist geimpft; nachdem (in 2—3 Tagen bei 38" C) Scbanm- 
bildung eingetreten ist, wird in die entsprechende Lösung 
noch ein- oder zweimal abgeimpft nnd dann Gußknlturen 
mit Salpeter-Fleischagar bezw. mit Giltay-Agar derart an- 
gefertigt, daß man nach dem Festwerden des geimpften 
Agars jedesmal noch ein Gläschen als Deckschicht entleert. 
Nach einigen Tagen (bei 38* C) machen sich die denitrifi- 
zierenden Kolonien durch Gasbildung bemerklich. Sie 
können auf den Standard-Nährböden weiter gezüchtet werden. 

Strohabkochnng + 0,1 "/o Salpeter pflegt nach Impfnng mit 
Mist gleichfalls kräftige Denitrifikation zu liefern. 

Die in Qiltaj-Lösung entstehenden Kristalle sind Hagnesinm- 
Phosphat (vei^l. Hutchinson, Centralbl. t. Bakt., IL Abt., 18, 



103. Nitratrednktion. In der Salpeterbonillon pflegen neb«n 
denitrifizierenden auch nilratrednzierende und salpeteraGBim liierende 
Bakterien häufig aufzntreteii, die mitunter die Denitrifikation sogar 
vollständig nnterdrücken. Wegen der die Reduktion anzeigenden 
Kitrit-Reaktion e. oben (§ 100); betr. Salpeterassi uilation vergl. 
§ 105. 
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Die Kolonien der nitratredazierendea Keime künuen nscli 
BeijeriDck (CeDtralbl. f. Bakt., 11. Abt., 1, S. 58} auf der Salpetei^ 
Fleiachagar-Flatte erkannt werden, wenn man dem Agar bei der 
Darstellung anßer Salpeter noch 0,6 */, Stärke hinzufügt und die 
entwickelte Gufikultuc zur Hälfte mit salzsaurer Jod kalium- Lösung 
betenchtet. Die reduzierenden Kolonien erhalten einen blanen Hot. Da 
die Salzsäure die Bakterien tötet, müssen anf der nicht befencbteten 
Platten- Hälfte die entsprechenden Kolonien abgeimpft werden. 

XXX. Amid-, Ammon- und Salpeter-AssimilatioD 
103, Amid-Assimilation. Als StammlÖBung ist folgende 
Miscbimg fertigzustellen: 

1000 ccm destill. Wasser 0,02 g NaCl 

0,5 g K,HPOj Spur Fe,Cl, 

0,02 g MgSO, 
Hiervon werden je 100 ccm mit P/o Traubenzucker und 
0,1 "/j einer der folgenden Stickstoffquellen versetzt: Harn- 
stoff, hippursaures Natron, Harnsäure oder A6parag:in. Je 
4 X 10 ccm verteilt man in 50 ccm - Erlenmeyer-Kolben und 
impft jedesmal 1 Kolben mit Dünger, 1 mit Erde. Der 
Rest der Lösungen wird mit l*/a7o Agar versetzt und zur 
ersten Isolierung verwendet. Zur Fortzüchtung können 
meist die Staudard-Nährböden gebraucht werden. Die ge- 
impften Flüssigkeiten sind in der Regel schon nach wenigen 
Tagen von einer kräftigen Haut überzogen. Sehr ver- 
schiedene sporenbildende und sporenfreie Bakterien (Bac. 
pumilus, Bact. fluoreseens, radiobacter, aerogenes, erythro- 
genes u. a.) sowie Pilze können den Amidstickstoff assimi- 
lieren. 

Statt TranbenzDcker können zahlreiche andere C-Quellen Ver- 
wendung finden (z. B. Rohrzucker, Glyzerin, Mannit, Calcinm- 
laktat UKW.), die entsprechende Ändemugen in der Hikroflora 
hervorrufen. 
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XXX. Amid-, AmmoQ- und Salpeter- Assimilation 117 

Die „eiweiSschützende" Wirkung, die nmiiche Amidsabatanzen 

des Futtera beim VerdaunngsproieB ausüben, iann für aolclie Amid- 
assimi)anten, die KaBe'ia anflüaen, in der Weise demonstriert werden, 
daß man Strich knltnreo der betreffenden Arten sowohl anf MilcliBgar 
(§ 3H) wie anf mit 0,1 % Asparagin versetztem Milcbagar anlegt. 
In jenem Falle findet Aufhellung statt, in diesem dagegen nicht. 

104. Am mon •Assimilation. Je 100 ccm der oben 

(§ 103) angegebenen Stammlösung werden mit l^/o Trauben-" 
Zucker sowie mit 0,1% einer der folgenden Stickstoffquellen 
versetzt: Ämmonsulfat, Ammonacetat, Ammonbntyrat oder 
Ammoniaktat. Im übrigen findet das in % 103 Gesagte 
sinngemäße Anwendung. 

Verwendung verschiedener C- Quellen liefert hier gleichfalls 
eine grofie Zahl von Variationen in der Versa chsan Stellung und in 
den Ergebnissen. 

105. Salpeter -Assimilation. Je 100 ccm der oben 
(i^ 103) angegebenen Stammlösuog werden mit 0,1 7o 
Natriumnitrat sowie mit 1 7o Traubenzucker bezw. Glyzerin 
versetzt. Weiter ist nach i^ 103 zu verfahren. Trauben- 
zucker pflegt fast nur Schimmelpilze, Glyzerin verschiedene 
(gewöhnlich auch einige denitrifizierende) Bakterien zur 
Entwicklung kommen zu lassen. 

Literatur üu §§ 10;-J-105: Bi^rema, Centralbl. f. Bakt., 
II. Abt., 28, 8. 672 (anstührliche Prüfung einer großen Zahl von 
N- und C- Quellen sowie zahlreicher Beinkultoren assimilierender 
Organismen). 
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XXXI. Keimgehalt Am Bodens 
106. Nährböden, Der Bestand an verfügbaren Re- 
agenzgläsern ist auf 250 Stück zu ergänzen. Nach der in 
§§ 6 — 13 geschilderten Arbeitsweise sind (unter Verwendung 
von 1500 ccm Bouillon) fertigzustellen: 

70 Glas Fleischgelatiae »0 Glas BoaUlon 

30 Glas FleiBchagar 30 Glas Milch 

30 Glas Traubensncker-Agar 30 Glas Kartoffeln 
Die reetierende BoailloD wird in einem passenden Kolben 
sterilisiert nnd für spSter zurückgestellt. 

Femer wird Bodenextrakt in folgender Weise bereitet: 

1 kg gute, fruchtbare Gartenerde wird entweder mit 1 L 
Leitungswasser •/» Stunde im Autoklav bei einer Atmosph&re 
Überdruck gehalten, oder sie wird mit 2 L Leitungswasser 

2 Stunden über offener -Flamme gekocht. Dann wird die 
trübe Flüssigkeit abgegossen, mit etwas Talk verrührt und 
durch ein festes (doppeltes) Papier- Faltenfilter filtriert. Der 
zuerst durchlaufende, noch trübe Anteil ist auf das Filter 
zurückzugeben. 1 kg Erde liefert ca. 800 ccm Estrakt; 
falls zu stark eingedampft wurde, ist auf 800 ccm aufzufüllen. 
Dem Extrakt sind 0,05"/,) K^HPO^ hinzuzufügen. Von dieser 
Stammlösung werden je 100 ccm (in analoger Weise wie 
Bouillon) zu Bodenextrakt- Gelatine und Bodmexlrakt-Ägar (je 
10 — 12 Gläschen) verarbeitet. Der Rest wird im Liter- 
kjslben sterilisiert und für später reserviert. 
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Der angegebene Totrat an NShrbaden reicht, abgesehen von 
Fleischgetatine nnd Fleiachagar für Bämtlicbe in diesem Abschnitt 
angegebene Übnngen, sofern nicht besonders ansführlicbe Uatar- 
suchungen damit verbnuden werden. — Über die anfierdem be- 
nötigten NShrsubstrate wird weiterhin das Erforderliche mitgeteilt 

107. Keim^halt des Bodens. Über das relativ spär- 
liche Vorkommen von BakterieD im Boden kann man sich 
direkt durch Betrachtung eines mit ein wenig Erdaufschwem- 
mung hergestellten Tusch e-Ausstrichpräparatea {§ 24) unter- 
richten. Zar Anfertigung von Qnßkulturen sterilisiert man 
zunächst 1000 ccm Leitangswasser im 2-Liter-Kolben, fünf 
Reagenzgläser mit je 9 ccm Wasser sowie sechs 1 -ccm-Fipetten 
(im Autoklav oder im Dampftopf) und zwölf leere, sowie 
nötigenfalls (vergl. § 75) zwei mit Filtrierpapier-Scheiben 
gefüllte Petrischalen (im Trocken schrank). Nach erfolgter 
Abkühlung sind je drei Gläschen Fleischgelatine, Boden- 
extrakt-Gelatine, Fleischagar und Bodenextrakt-Ägar in ge- 
schmolzenem Zustande (in richtig temperiertem Wasser) 
zurechtzustellen. Dann wird 1 g der zu prüfenden Erde 
(nach § 75) abgewogen und in dem einen Liter sterilisierten 
Wassers durch mehrere Kannten fortgesetztes Schütteln 
grändlich verteilt. Ifach jedesmaligem kräftigen Durch- 
schütteln werden fortlaufend mit je 1 ccm die erforderlichen 
Verdiinnungen in den Reagenzgläsern hergestellt (§ 20), je 
nach dem zu erwartenden Keim geh alt der betreffenden 
^^® Vioooo ^'^ Vioooooo ^'äß'' Viooftoo ^'^ Viooooooo S ^^ ^^^ 
entsprechend bezeichneten Schalen gebracht und hier mit 
den verschiedenen Nährsubstraten sorgfältig vermischt. Die 
Qußkulturen werden in bekannter Weise (vergl. §§ 17 nnd 34) 
aufbewahrt und ausgezählt. Die amhäufigsten vorkommenden 
Keime (von jedem Substrat etwa ein bis zwei Stämme) sind 
abzuimpfen, durch erneutes Pl»ttengießen unter Beuubsung 
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der entspreclienden Substrate zu remigen (§ 21) und in be- 
kannter Weise zu untersuchen (Kap. V — VIII). 

In Erde von mäßiger Fmchtbarkeit pflegt der Keimgehalt 
(nach den Ergebnissen der Plattenzählung] zwischen 100000 und 
10 Millionen, in reichereia Boden zwischen 1 und 100 Hillionen 
(pro g] zu schwanken. Bei genaueren vergleichenden Unteranchnngen 
müBsen seih atveritänd lieh die Proben in übereinstimmender Weise 
(z. B. mittels eines sauberen LOffels aus der mit dem Spaten glatt 
abgestochenen Seitenwand einer kleinen Grnbe, 8 — 12 cm unter <ier 
Oberfläche) entnommen und die Ergebnisse durch Parallel -Versuche 
gesichert werden. Die Fehlergrenzen bei derartigen Versuchen sind 
groB; mit RUcfcsicht auf den nnr generell orientierenden Charakter 
derartiger Untersuchnngen hat dies jedoch nicht allzu viel auf sich. 

HShere, aber noch ungenauere Zahlen erhält man, wenn man 
die in den folgenden Kapiteln für die rerechiedenen Umsetzungen 
angegebenen Spezial- Nährlösungen in kleinen Quantitäten in ge- 
eignete QefäSe verteilt, mit etwas sterilisierter Erde versetzt und 
nach erfolgter Sterilisation mit den verschiedenen Verdünnungen 
impft, die hierzu noch weiter tortgesetzt werden müssen, als oben 
angegeben wurde. Um eiuigermafien zuverlässige Beeultate zu er- 
halten, müssen zu derartigen Versuchen stets wenigstens 4 Parallel- 
reihen in Gang gebracht werden. 

108. Katalase-Prube. Ähnlich wie die Milcb (vergl. g m) 
zersetzt auch die Erde Wasserstoffsuperoxyd; die abgespaltenen 
Sauerstoff-Mengen sind in diesem Falle aber weit gröfier als in 
jenem. Humus, Mikroorganismen und anorganische Bodenbestand- 
teile beteiligen sich gemeinsam an dem Prozeß. In der Regel ge- 
nügt es, 5 g Erde mit 20 ccm 3proz. Wasserstotfsnperosyd (1 Teil 
Perhydrol Merck -|- 9 Teile destill. Wasser) zu versetzen ; sehr 
humusreichen Böden (Schwarzerden) muß dagegen 40 ccm hinzu- 
gefügt werden, wenn die volle Sauerstoff -Entwicklung beobachtet 
werden soll. Für Vergleichszwecke scheint es am zw eck m Eiligsten 
zu sein, festzustellen, innerhalb welcher Zeit die ersten 100 ccm 
Sauerstoff in Freiheit gesetzt werden. Die im SOO-ccm-Erlenmeyer- 
Kolhen befindliche Erde wird zweckmäßig vor Zugabe des Wasser- 
stoffsuperoxyds in 50 ccm Wasser aufgeschwemmt, das Gemisch 
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während der BeabschtungSEeit in Bewegung gehalten nnd das Oaa 
Id einem graduierten Rohr über Wasser aofgefangen. Experimentiert 
man mit derselben Erde 1. in frischem ZnBtande, 2. nach erfolgter 
Abtötang der Mikroorganismen und Zerstörung von deren Katalase 
dorch Behandlang der Erde im Autoklaven bei 2 Atm. Oberdruck 
und 3. nach Zerstörung der Huransub stanzen darch Gl üben des 
Bodens, so erhält man ein ungefähres Urteil, über die Beteilignng 
der drei genannten Faktoren am Resultat. 

XXXU. Kohlensäare-Prodaktion 
Gärnnf^-Inten sität 

109. KoUeasSnre-Prodnktioa. Ähnlich wie im Stalldünger 
kann man sich über die Atmungs-IntenaiUt der Gesamtheit der 
Bodenorganismen, zugleich natürlich auch über die Zersetzlichkeit 
des Humus in der betreffenden Erde annähernd orientieren, wenn 
man aus der in Flaschen gefüllten Erde die Koblensäure in ge- 
eignete AnffanggeföBe leitet (vergl. § 95). Will man den natür- 
lichen Terhättniasen mSglichst nahekommen, so kann man mittels 
weiter Blechzylinder die erforderlichen Proben ans dem gewachsenen 
Erdreich herausbohren und nach zweckentsprechendem Verschluß 
der Behälter die Kohlensäure -Produktion der in ihrer ursprung- 
lichen Lage erhaltenen Erde studieren. 

Literatur: Hesaelink van Suchtelen, Centralbl. f. Bakt, 
II, Abt., 28, S. 45. 

110. 6Srnng'S.Int«ositSt. Impft man eine wässerige Zucker- 
lösung (z. B. Leitungswasser + 4 "/o Tranbenzucker -|- 0,1 '/s Pepton 
-]-0,05'/(i KjHPO,) mit 10 Prozent Erde, so veranlassen zahlreiche 
Bakterien besonders ans der Gmppe des ASrobacter und Amylo- 
hacter eine meist recht lebhafte Entwicklung von Kohlensäure und 
Wasserstoff. Durch Wägung der VersuchsgefäBe zu Beginn und 
am Ende wird die OrüBe des Gasverlastes festgestellt. 

Literatur: R, Albert und Lnther, Journal f. Landwirt- 
schaft, 06, 1908, 5. »61 ff. 
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XXXm. Agrobe Pektin- nnd Zellalnse-Zersetzang*) 

111. Aerobe Pektin-Zersetzung. Von der in § 91 an- 
gegebenen Lösnng sind je 10 ccm in dxei bis vier 50-ccm- 
Erlenmeyer-Kolben zu verteilen. Ein Kolben wird mit Erde 
geimpft; nach ca. acht Tagen bei 25° C kann die Reinigung 
durch fortlaufende . Übertragungen in die anderen Kolben 
erfolgen. Die Anhäufungen sind mikroskopisch (im Tusche- 
Ausstrichpräparat) zu priifen. Zur Isolierung dient Fleisch- 
gelatine. Neben verschiedenen Schimmelpilzen sind besonders 
einige sporenbildende Bakterien (B, asterosporus sowie 
Subtilis- und Mesent«ricus- Varietäten) an der aeroben Pektin- 
Zersetzung beteiligt. Die häufigsten Arten (etwa drei) sind 
abzuimpfen und zu diagnostizieren. 

112. Aerobe Zellulose-Zersetzung. In zwei Petri- 
schalen werden je zwei Scheiben Filtrierpapier gelegt. In 
der einen Schale wird zwischen das Papier MgNHjPOj ge- 
streut, mit 0,05 proz. wässeriger K^HPO, Lösung befeuchtet, 
mit humusreicher Erde geimpft und bei 25 — 30" C kultiviert. 
Nach 3 — 6 Tagen erscheinen braune, durch Bakterien ge- 
bildete riecke. 

In der anderen Schale wird das Papier mit derselben 
Erde geimpft, aber mit folgender Lösung befeuchtet: 100 
Leitungswasser, 0,05 NH^NOa, 0,05 K^KPO^. Kultiviert 
wird in diesem Falle bei Zimmertemperatur; von Zeit zu Zeit 
ist von neuem anzufeuchten. Nach zwei bis drei Wochen 
wachsen verschiedene zellulosezersetzende Schimmelpilze. 

Der Verlauf der Organismen-Entwicklung ist eingehend 
mikroskopisch zu verfolgen. Über Reinkulturen der agroben 
Zellulose -Bakterien ist bisher nichts Näheres bekannt ge- 
worden. Die Schimmelpilze können in der allgemein üb- 

*) Wegen der im Boden ebenfalls vorkonuneadeD anaeroben 
Pektin- und ZelluloBe-ZeraeUung vergl. Kap, XXVI. 
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liehen Weise iaoliert und iortgezächtet werden (vergl. auch 
§ 86). 

Wegen Zellnloee- Zersetzung durch denitrifiiierende Bakterien 



XXXIV. Verarbeitung von Methan, Wasserstoff 
und Hohlenoxyd') 

11S< Verarbeitnog tob Methan. Zur Anhäufung dient fol- 
gende Löinng (nach Söhngen): 100 destill. Waaser, 0,1 MgNH.PO,, 
0,05 K,HPO„ 0,01 CaSOj, in flacher Schicht im Erienmeyer-Kolben. 
Nach Einimpfung von mit StallmiBt gedüngter Erde, Jauche oder 
Grabenwasser wird in dem mit geeignetem Verschlafi (z. B. mit 
doppelt dnrchhohrtem Stopfen mit zwei Glasröhren) versehenen 
Krilben eine Atmosphäre aus Methan und Saaerstoff hergestellt. 
Das Methan kann ans Natrium-Acctat entwickelt werden; es ist 
vor dem Einleiten mittels Bromwaseer und Natronlange zu waschen. 
Nach 2—4 Tagen bei 30—37° C entwickelt sich Bac, methanicus fast 
rein als rötliche Haut anf der Flüssigkeit; er kann auf Pleisch- 
gelatine iaoliert werden. 

Literatur: Söhngeo, Cenlralbl. f. Bakt., II. Abt., 15, S. 514 
(hier auch Abbildung eines besonders für diesen Zweck konstruierten 
Apparats); Kaserer, Zeitachr. f. d. landw. Veranchs-Wesen in 
Österreich, 8, 1Ö05, S. 790, 793, Centralbl. f, Bakt., II. Aht, 15, 
S. 574 f. 

111. Verarbeitnog von WaBBerstoff. Zur Anhäufung kann 
nachstehende Lösung benutzt werden: 100 destill. Wasser, 0,2 KNO„ 
0,1 NaHCO,, 0,05 K,HPOj, 0,02 MgSO,, Spur Fe,CI„ in flacher 
Schicht im Erlen meyer-Kolben (oder besser in dem anf S. 51 er- 
wähnten, gasdichten Oärapparat nach Hofstaedter, dessen langer 
Schenkel mit Knallgas gefüllt wird). Nach erfolgter Impfung mit 
Erde wird eine etwas CO, enthaltende Knallgas- Atmosphäre her- 

') Eventuell können die Versuche über die Verarbeitung- von 
Methan nnd Wasserstoff mit Experimenten über die Bildung dieser 
Gase kombiniert werden; vergl. Kap. XXYI und XXVII, 
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gestellt; der Wasserstoff ist dnTch CuSO^, satue und alk&lisehe 
KjMojOj-Lösnng und konz. EjSO, zn reinigen. Koltiviert wird bei 
37 — 33" C, isoliert aaf Pleiscbgelittine oder auf dem io § 115 an- 
gegebenen Agar. Im ersteren Falle werden am httnfigsten gelbe 
KurzstSbohen (ans der Verwandtschaft des Bact. tntcosum) erhalten, 
im letzteren Bao. oligocarbopbilus. 

Literatur: Kaserer a. a. 0. (s. g 113) und Centralhl. f. Bakt,, 
II. Abt., 16, S. 685 f. (der von ihm Bac. pantotrophus genannte 
Organismus igt mit Bact turcosum identisch), Habakicb und 
Lebedeff, Ceotralbl. f. Bakt., II. Abt., 17, S, 350, Kiklewski, 
Jahrb. f. wissenschaftl. Botanik, 48, 1910, S. 113—143. 

115. Verarbeitang von Kohleuoxjd. Auf der für den Nitri- 
fikation s versuch (g 100) angegebenen Ammonsnlfat-Löaung kommt 
bei Anfbewabrung der mit Erde geimpften Kolben in der Leucht- 
gas-haltigen Laboratoriunslnft nicht selten aaah 2 - 3 Wochen eine 
trockene, weifie Eahmhaut zur Entstehung, die vamebmlich von 
dem Kohlenoxid -assimilierenden Bac. oligocarbophilus gebildet wird. 
Zur speziellen Anhäufung dieser Art iat jene Lösung (ohne Kreide- 
ziisatz) zu benutzen; nach Impfung mit Erde wird bei 20 — 25° C 
kultiviert und Ton Zeit zu Zeit etwas Leuchtgas in den Aufbewah- 
rungsraum eingeleitet. Die Isolierung erfolgt entweder auf Gipa- 
platten (s. § 121) oder auf besonders präparierten Agarplatten: Das 
Agar ist zunächst durch Auslaugen mit destilliertem Wasser von 
allen löslichen Bestandteilen sorgfältig zu befreien, danach wird es io 
Mengen von 1 '/a % e'"« geeigneten Lösung (100 "Wasser, 0,01 KNO„ 
0,01 K,HPO,) hinzugefügt. 

Literatur: Beijerinck und van Delden. Centralbl. f. Bakt., 
II. Abt., 10, S, :i4 ff. 

XXXV. AmmoniakbiltluDg ans organischen 
Stickstoflf-Dfingern 

116. Nährboden. Je nach ihrem Stickstoffgehalt sind 
die verschiedenen organischen Düngemittel in passenden 
Mengen (von Fleischmehl, Hornmehl, Blutmehl l^/o, von 
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£nochenmehl, getrocknetem Gründünger usw. 3°!^) in kleine 
Erlenmeyer-Kolben oder in Reagenzgläser (fiir je zwei Ver- 
suche, vergl, §§ 117 bezw. 118) abzuwiegen und jedesmal 
mit ca. 10 ccm Leitungswasser aufzuschwemmen. Dem 
Wasser sind, sofern es sich nicht, wie beim Knochenmehl, 
um phosphorsäurereiche Materialien handelt, 0,05''/o KjHPO^ 
hinzuzufügen. Vergleichshalber können 1-proz. Pepton- bezw, 
Gelatine -Lösungen nebenbei Verwendung finden. Zur Iso- 
Uerung der aeroben Ammoniakbildner ist Fleischgelatine, 
für die Anagroben Fleischagar zurechtzustellen'). 

117. AStobe Ammoniakbildung. Je zwei Erlenmeyer- 
Kolben der verschiedenen Aufschwemmungen werden mit 
ca. lO^/o Erde geimpft und, nachdem jedesmal ein Kolben 
fünf Minuten im strömenden Dampf pasteurisiert worden 
ist, bei 20" C aufbewahrt. Nach fünf bis zehn Tagen ist 
starke Trübung, Deckenbildung und mehr oder minder deut- 
licher Eäulnisgeruch wahrnehmbar. Die vorhandenen Formen 
sind mikroskopisch festzustellen. Weiterhin anzufertigende 
Gelatineplatten pflegen von den nicht pasteurisierten Kolben 
vorwiegend Kurzatäbchen (Fluoreszenten , Bact. punctatum, 
vulgare, prodigiosum, coli, radiob acter u. a.), zuweilen auchKok- 
ken zu liefern, während aus den pasteurisierten Lösungen in der 
Regel B. mycoidea, subtilis, mesentericus und andere, meist 
besonders kräftige Ammoniakbildner erhalten werden. 

Die Wirksamkeit der Beinkulturen kann in äea zugehörigen 
Lüsangen geprüft werden, deneo vor dem Sterilisieren zweckmäßig 
etwas (im Trockenschrank in dönner Schicht auf 200° C erhitzte) 
Erde beizugeben ist. Das Ammoniak wird nach Zugabe von MgO 



') Zar Ergänzung des Bestandes an Fleischgelatine und Fleisch- 
agar sind 1000 ccm BooiIIoq und hieraus ca. 580 ccm Gelatine (für 
70 Gläschen) und 320 GCm Agar (für 40 Gläschen) zu bereiten. Der 
verbleibende Bouiilonrest wird mit dem bereits vorhandenen (vergl. 
§ 106) vereint, sterilisiert und für etwaigen späteren Bedarf aufbewahrt. 
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abdeatilliert, und durch Vergleich mit der auB dea sterilen Kontroll- 
kolbeu erhaltenen Menge das durch die Bakterien abgespaltene 
Quantum berechnet. 

118. AnaSrube Ammwniakbildun^. Von je zwei mit 
den betreffenden Äufachweminaiigen beschickten Reagenz- 
gläsern ist nach erfolgter Impfung eins in der soeben an- 
gegebenen Weise zu pasteurisieren. Nach Anbringung des 
PjTogallol -Verschlusses wird bei 38" C kultiviert. Sobald 
(nach etwa fünf Tagen) eine kräftige Zersetzung eingetreten 
ist, wird mikroskopiert und die beteiligten Anaeroben in 
bekannter Weise (^ 41 ff.) isoliert. Aus den nicht pasteu- 
risierten Gläsern können besonders verschiedene Strepto- 
kokken-Varietäten erhalten werden, aus den pasteurisierten 
allerhand Formen aus der Gruppe des Bac. putrificus, die 
meist durch Bildung widerlich riechender Substanzen aus- 
gezeichnet sind. 

XXXTI. .immoniakbildnng aas Harnstoff and 
aas Cyaoamid 

119. Uarnsl^ff-Zersel^ung. Neben den in § 97 an- 
gegebenen Substraten kommen für die Anhäufung der Ham- 

stoffbakterien des Bodens namentlich eiweißfreie Harnstoff- 
lösungen in Betracht, und zwar: 

1. Bodeneitrakt -H 0,05 % E,HPO, + 57,, Harnstoff, 

2. Lüsnag nach SShngen: 100 Leitungswasser, 5 Harnstoff, 
0,05 KsHPO,, 0,5—1 Amnion- oder Calcinm-Malat, Calci nin-Citrat 
oder -Tartrat. 

Mit den beiden Lösungen sind einige Reagenzgläser 
zu füllen und nach Impfung mit Erde bei 20 — 30" C zu 
kultivieren. Eventuell können durch Pasteurisiereil der ge- 
impften Gläser die Sporenbildner ausgelesen werden (vergl, 
§ 117). Zur Isolierung dient entweder Harnstoff -Pleisch- 
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Gelatine bezw. Harnstoff-Fleiscli-Agar (nach § 97), oder es 
wird aus den angegebenen Lösungen, denen man für diesen 
Fall aber nur l^/aVo Harnstoff zusetzt, das entsprechende 
Agar bereitet. Neben Bact. erythrogenes und anderen gelb- 
wachsenden Eurzstäbchen kommen meist Varietäten von 
Bact. vulgare zur Entwicklung, in den pasteuriaierten Lö- 
sungen besonders Bac. pnmiLus und andere Sporenbildner. 
Bac. Pasteurii fehlt, da er nur in eiweißhaltigen Hamstoff- 
lösungen zu wachsen imstande ist. 

Literatur: Lähnia, Ceutralbl. f. Bakt,, IL Abt., li, 8. 714; 
SShngGD, ebenda, 2S, S. Mit. 

120. Cyftnunid-Zersetzung. 150 ccm des (nach f^ 106 
bereiteten) Bodenextrakts + 0,0b "/o KiHPO^ werden mit 
0,27o KalkfltickstoH, 0,01% Asparagin und 0,01% Trauben- 
zucker versetzt. 50 ccm dieser Aufschwemmung werden 
auf einige Reagenzgläser verteilt, von denen man ein oder 
zwei sogleich mit Erde impft, während die übrigen durch 
dreimaliges Erhitzen im strömenden Dampf sterilisiert werden. 
Die restierenden 100 ccm versetzt man mit 10"/„ Gelatine 
und verarbeitet sie in bekannter Weise; die Reaktion muß 
in diesem Falle deutlich alkalisch sein. Nach ein bis Kwei 
Wochen ist aus den Anhäufungskulturen zunächst in die 
Lösung abzuimpfen, und weiterhin sind von hier aus Kalk- 
stickstoffgelatine-Gußkulturen anzufertigen. Die zur Ent- 
wicklung kommenden Organismen sind Harnstoffbakterien 
(meist gelbwachsende Kurzstäbchen), die den aus dem 
Cyanamid unter der Einwirkung von Bodenkolloiden (Humus, 
Zeolithen usw.) zunächst entstehenden Harnstoff in Ammo- 
niak überführen. Sie können auf den Standard -Nährböden 
fortgezüchtet werden. 

Ob direkt Cyanamid- zersetzende Organismen im Boden tätig 
sind, ist noch nicht sichergestellt. Durch PorzelUnfiltratiun (vergl. 
S 1, S. 9) keimfrei gemacht« Cyanamidlösaageu bleiben auch nach 
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Inipfang mit keimreiuhen Erdanazügen meist nsTerändert, nnr bei 
Gegenwart der kolloiden Erdbestandteile tritt eine lebhafte Harn- 
atoffbilduQg ein, der dann die durch Bakterien bewirkte Ammoniak- 
bildnng folgt. Daa Erhitzen der EalkstickstofflüBung im Dampf 
macht ebenso wie der ErdznBntz die Bakterien-Entwicklnng möglich. 

Über die Intenaitfit, mit der die Cjanamid-Zersetzung in ver- 
schiedeDBn Erden verlänft, kann man sich in der Weise orientieren, 
dafi man die betreffenden Erden mit der entsprechenden Menge 
Ealkstickstoff vermischt und dann nach kürzerer oder längerer Zeit 
EeimanggverBnche darin aaaführt. Stömngeo in der Eeimung er- 
weisen die ungenügende Zersetznng. 

Literatur: Löhnis, Centralhl. f. Bakt., 11. Abt., U, S. 87, 
389; ülpiftöi, Gazetta chimica ital., 40, 1910, I, S. 613 (ref. 
Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 29, S. 235); Reis, Biochem. Zeit- 
schrift, 25, S. 460, 477 ; Kappen, Centralbl. f. Bakt., IL Abt., 2«, 
S. 6311. Betr. Cyanamid-Darstellnng sowie Cyanamid- und Enrnstoff- 
Bestimmang vergl. Caro, Zeitschr. f. angewandte Chemie, 2S, 1910, 
S. 2405 ff. 

XXXVII. Nitrifikation. Denitrifikation 
NitratredaktJon 
121. Nitrifikation. Die Salpeterbakterien sind auf 
den gewöhnlich benutzten festen Nährböden nicht zur Ent- 
wicklung zu bringen. Die Gewinnung von Reinkulturen 
muß demgemäß aus den nach § 100 vorbereiteten Anhäufungs- 
kulturen') entweder mit Hilie des Tuachepunkt- Verfahrens 
(g 48) oder (bei 25 — 30" C) unter Verwendung spezifischer 
Substrate erfolgen. Solche sind bereits in größerer Zahl 
angegeben worden; trotzdem ist die Rein- und Fortziichtung 
der nitrifizierenden Organismen auch gegenwärtig noch eine 
der schwierigsten, bakteriologischen Aufgaben. Relativ am 

') Recht lebhatte Nitrifikation pflegt man anch in Boden- 
extrakt + 1 7„ (NH,)äSO. + 0,5 7„ K,HPO, + Kreide nach Impfen 
mit Erde zu erhalten. 
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empfehlenswertesten erscheinen zur Züchtung der Nitrit- 
bakterien die Oips-Magnesia-Platten nach Omelianski 
und Makrinoff: 

300 g Gips, 3 g MgCO, und 3 g MgNH.PO, werdeD sorg- 
töttig gemischt und mit einer unter Yerwendung von hurnnsreicher 
Erde (ca. 250 g pro Liter) bereiteten wässerigen AnfsShwemmong 
xn einer homogenen, teigartigen Masse angerührt. Diese bringt 
man aaf eine Spiegelglaaplatte, streicht sie mit einem Hesser zu 
«iner 'If—'li '''" hohen Platte aae und fertigt daraas (durch Aus- 
stechen mittels einer ca. 8 cm im Durchmesser haltenden Glas- 
schale) in ilie Petrischalen passende Scheiben sowie (durch Zu- 
Tcchtschneiden mit dem Hesser) in die Reagenzgläser einzulegende 
Streifen. Nach dem vollständigen Erhärten werden sie mit den 
-OlasgefaBen trocken sterilisiert, von unten ber mit der Nährlüsnng, 
AUS der man in diesem Falle das Ämmonsnlfat und das basische 
HagncaiumkarboQat fortläfit, befeucht«t and bd der Oberfläche aus 
den Anhäufungsknlturcn geimpft. Neben den gelbbraunen Nitrit- 
bakteriec -Kolonien kommen oft Ansammlungen des Bac. oligooarbo- 
philus mit /ur Entwicklung (vergl, § 115). 

Für die Nitratbildner brachte Winogradsky folgendes 
Nitritagar in Vorschlag; 

1000 Wasser, 15 Agar, 2 NaNO,, i NajCO,. 0,5 KjHPO,. 

Während die Nitritbakierien in der gewöhnlichen Weise 
gefärbt werden können, ist bei den Nitratbakterien nach 
■der Sporen-Färbungsmethode (§ 36) zu verfahren. 

Literatur: Winogradsky, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 2, 
S. J35; Omeliansky, ebenda, 5, S. 052; Makrinoff, ebenda, 24, 
S. 419. 

122. Denitrifikation. Neben den in § 101 angege- 
benen Lösungen (Salpeterbouillon und Giltay-Lösung) können 
speziell für denitrifizierende Bodenorganismen noch folgende 
Anhäufungs- Flüssigkeiten Verwendung finden: 

a) 100 Leitungswasser, 2 Calcium Tartrat, -Citrat oder -Malat, 
0,1-2 KNO„ 0.05 K,HPO,; 

Lähnis, Praktiknin. d 
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hl lUU Leitungswasser, 2 Filtrierpapier oder Watte (ZellnJose), 
0,iä KNO„ 0,05 K,HPO.. 

Nach Impfung mit Erde wird bei 38* C kultiviert und 
aus den in kräftiger Gärung befindlichen Gläsern mehrmals 
in die gleiche Lösung übergeimpft. Die beteiligten Bak- 
terien (Bact. Stutzeri, Pluoreszenten u. a.) werden auf Sal- 
peteragar (s. S 101) isoliert und auf den Standard-Nährböden 
fortgezüchtet. 

Literatur: Van IterBon, Centralbl, t. Bakt,, II. Abt, 11, 
S. 690 ff-, 12, S. 108 ft. 

128. Nltratrednktion. Wi», aus dem Dünger (§ 102) kSnaeu 
auch ans dem Boden leicht zahlreiche Arten nitratredn zieren der 
Eeime gewonneo werden. Eventaell sind die vorhandecen Koltaren 
von Erdorganiamen direkt nach den in g 102 angegetieDen Methoden 
auf etwaige Befähigung zur Nitritbildnog zn prüfen. 

XXXVm. Knöllchenbakterien 
124. Mikroskopische Prüfung der EnÖllohen. Aus 
.den sauber abgespulten, aseptisch aufgeschnittenen EnöUchen 
verschiedener Leguminoaenarten und ungleichen Alters sind 
gefärbte Ausstrichpräparate anzufertigen. Die Verschieden- 
heiten der Bakterien formen sowie das differierende Ver- 
halten der Organismen bei der Färbung nach Gram (§ 35) sind 
eingehend zu studieren. Desgleichen sind von KnSllchen 
verschiedener Altersstadien Schnittpräparate nach den Regeln 
der botanischen Mikrotechnik herzustellen und zu unter- 
suchen. 

Nach Hiltner (Latars Handbuch d. techn. Mykologie, Bd. 8, 
S. 40) kann man die eindringenden bakterienh altigen Sehlei mmassen 
in jungen Enüllcben besonders gut dadurch sichtbar machen, da6 
man die Schnitte in ein Färbebad bringt, das durch Anflösen 
gleicher Teile Fuchsin und Methylenblau in 1-proz. Essigaiure her- 
gestellt wurde. Die EnSlIchenzellen werden blau, die Baklerien rot, 
die Schleiuftlden gar nicht gefärbt. 
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12Ä. Isolierung der KaöUohenbakterien. 250 ccm 

des {nach S 106 hergestellten) Bodenextrakts -f- 0,05"/o 
KgHPO, werden mit 1% Mannit versetzt und zu 125 ccm 
dieser Lösung l'/i% Agar hinzugefügt. Nach erfolgter Fil- 
tration wird das Agar in Reagenzgläser, das Mannit-Boden- 
extrakt teils in kleine Erlen meyer-Kolben, teils in Reagenz- 
gläser portioniert und sterilisiert*). 

Einige rein gewaschene Knöllchen werden etwa fünf 
Minuten in l^/fm Sublimatlösung, danach in Alkohol gelegt 
und (beim Durchziehen durch die Flamme) der anhaftende 
Alkohol-Rest abgebrannt. Dann wird das auf sterilisierter 
Unterlage (abgeflammtem Objektträger oder dergl.) befind- 
liche Knollchen mit einem (in der Flamme) sterilisierten 
Messer geöffnet und mit der Platinnadel aus dem mit Bak- 
terien erfüllten Teil eine Abimpfung in ein zuvor geschmol- 
zenes, auf 45" C abgekühltes Mannit-Agar-Röhrchen an- 
gelegt Von hier aus sind die erforderlichen Verdünnungen 
(im gleichen Substrat) anzufertigen und zu Gußkulturen 
zu verarbeiten. Gleichzeitig können auch aus den KnöU- 
chenbakterien -Handelskulturen (Azotogen, Nitragin usw.) 
Gußkulturen hergestellt werden. Nach einigen Tagen er- 
scheinen meist in überwiegender Anzahl die kreisrunden, 
weißlich- durchscheinen den, oft mit kompakterem weißlichen 
Zentrum versehenen, Schleimtropfen ähnlichen, fein granu- 
lierten Kolonien derKnöUchenbakterien. Diese selbst besitzen 
noch sämtlich die normale (nicht verzweigte) Kurzstäbchen- 
Form und sind größtenteils lebhaft beweglich. Zur Fort- 
iiüchtung dienen am besten Mannit- Agar - Strichkulturen. 
Auf den Standard -Nährböden wachsen die Knöllchenbakterien 
niu- sehr kümmerlich. 

') Gleichzeitig ist, falle erforderlich, die noch vorhandene 
Bouillon (S. 125, Anm. 1) auf Gelatine, Agar und Traubeniucker- 
Agar zu verarbeiteo. 
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läli. Stickstoirbindung und Infektions -Versuche. 

Impft man die Reinkulturen in Mannit-Bodenestrakt, so 
entwickeln sich in 8—14 Tagen reichliche, weiße Schleim- 
massen, in denen bei hinreichend langer Versuchszeit auch 
die typischen Hypertrophien (wie in den Knöllchen) ent- 
stehen. Kommen größereMeng:enVersuGhsflüssigkeit(100cciQ 
in 300-cm-Erlenmeyer-Kolben) zur Verwendung, so hann 
nach drei Wochen eine deutliche Stickstoif -Zun ahme (nach 
^eldahl) nachgewiesMi werden. Ist an älteren Kulturen 
das Stickstoff-Binduugs vermögen verloren gegangen, so kann 
es dadurch regeneriert werden, daß man die betreffenden 
Bakterien in (im Reagenzglas) sterilisierte Erde impft. 

Die Prüfung der Infektion ekraft einer Kultur kann man 
(nach Harrison und Barlow) in der Weise vornehmen, 
daß man aseptisch herangezogene Keimlinge ') der Versuchs- 
pflanzen in 2- Liter- Kolben bringt, die je 300 ccm Asche- 
Maltose-Agar enthalten (4 g Holzasche werden mit 1000 ccm 
Leitungswasser ausgelaugt und dem Extrakt 4"/„n Maltose 
und 2%„ KgHPO, hinzugefugt). Die Pflanzen können in 
den mit Watte verschlossenen Gefäßen leicht steril erhalten 
werden, ebenso ist der Erfolg einer Impfung in dem durch- 
scheinenden Substrat gut zu kontrollieren. 

Literatur; Harrisoa and Barlow, Centralbl. f. Bakt., 
II. Abt., 18, S. 268 (mit Photogrammeo). 

XXXIX. Freilebende Stickstoff-Assimilanten 
137. Aürob stickstofflxierende Bakterien. In kleinen 

Erlenmeyer-Kolben befindliches Mannit-Bodenestrakt (vergl. 

') Die zanächst gründlich mit Wagser gereinigten Samen 
wei-den 30 Minuten in 27m Sublimatläeung gelegt und danach in 
steriÜBiertem Wasser sorgfältig gewaschen. Durch Auflegen auf 
sterile Gelatine -Platten können sie anf ihre Keimfreiheit geprüft 
Verden. Danach sind sie in das sterilisierte Keimbett zu übertragen. 
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§ 125) wird mit Erde geimpft nud 5—10 Tage bei 20— 30" C 
gehalten. Es bildet sich eine runzelige, ' erst weißliche 
sp&ter braune Haut (sicherer im Winter als im Sommer, 
und regelmäßiger bei Verwendung fruchtbarer Erde als bei 
armem oder saurem Boden). Das gefärbte Ausstrich präparat 
pflegt das in Abb. 39 wiedergegebene Bild zu liefern. 
Zwischen den großen Azotobacter-Zellen sind vereinzelt 
kleine, schlanke Stäbchen wahrnehmbar. Fast stets handelt 
es sich hierbei um eine den Knöllchenbakterien nabestehende, 
ebenfalls schwach stickstoffbindende Form, das Bact. radio- 
bacter. Außer den genannten Arten 
kommen aber auch noch, und be- 
sonders wenn Azotobacter, der 
kräftigste der bisher bekannten 
Stickstoff -Assimilanten, zurücktritt, 
zahlreiche andere sporenfreie und 
Sporen bilden de Bakterien zur Ent- 
wicklung, die meistebenfalls schwach 
Stickstoff fixieren. 

Die Trennung von Azotobacter . , v^!''*"^*:,. ,. 

° Azotobacter- Uohkultur. 

und Radiobacterist {wegen der schiel- Vergr. 700-tach. 

migen Beschaffenheit derZeUhäute) 

oft recht schwierig. Am ehesten kommt man zum Ziele, wenn 
man als Ausgaugsmaterial zur Man nl t- Agar- Oußkultur eine Ab- 
impfung in Mannit-Bodeneztrakt verwendet, die aber noch 
keine Hautbildung, sondern nur erst schwache Trübung zeigt. 

Auf den Standard -Nährböden wächst Azotobacter nur 
mäßig, dagegen sehr gut auf Gipsplatten, die mit Mannit- 
lösung getränkt sind. Besonders die braun bis schwarz 
werdenden Formen liefern sehr charakteristische Bilder. 
Die durch Einimpfen der Reinkulturen in Mannit- Lösung 
erzielbaren Stick Stoff ernten werden durch Zugabe von Humus 
oder humusreicher Erde meist beträchtlich erhöht. 
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Literatur: ßeijerinck, Centralbl. f. Bakt, IL Abt., 7, 
S. 574 (Azotobacter-Photogramme); LöhniB, ebenda, li, S. 582tf. 
(Bact. radiobacter und andere Stickstoff-Ässimilanten); Löhnis und 
WeBtermanu, ebenda, 22, S. 234 ff. (vergleichende Untersuchungen 
der verschiedenen Azotobacter-Formen); Krzeoiieniewski, An- 
zeiger d. Akad. Erakau, mathem. ■ naturw. Elasse, 1908, S. 993 ff. 
(Nachweis der Humus wirkung). 

128. AnaSrob stickstoffixierende Bakteiien. Nicht 
selten , besonders bei schwacher Entwicklung des Ä20to- 
bacter geht die zu dessen Anhäufung bestimmte Mannit- 
lösung in Buttersäure- Gärung über. Die in diesem Falle 
tätigen Formen aus der Gruppe der Bac. amylobacter erhält 
man sicher, wenn man eine wässerige Destrose-Lösung (2 g 
Traubenzucker in 100 ccm Leitungswasser zu je 10 ccm) in 
Reagenzgläser verteilt, reichlich mit Erde impft, 15 Mi- 
nuten bei 80" C pasteurisiert und dann bei 30 — 38" C der 
Gärung überläßt. Zur Isolierung dient Traubenzucker-PIeisch- 
agar in Burri-Röhren (§ 41). Die Fortziichtung hat anaerob 
auf zuckerhaltigen Substraten zu erfolgen. Von Zeit zu 
Zeit ist das Pasteurisieren zu wiederholen. Allen Amylo- 
bacter-Formeu, die z. B. aus Milch, Flachs oder aus irgend 
einem andern Medium gezüchtet wurden, kann die Be- 
^ähigu^g zur Stickstoffbindung durch Kultur in sterilisierter 
Erde verliehen werden, 

129. Stickstofflsicrendo Algen. Leitungswasser -j- 0,02 % 
KjHPüj, gekupft mit 1 — 2% Erde, gibt bei reichlicher Lüftung 
im Licht nach 4— B Wochen eine mehr oder minder kräftige 
Vegetation hauptsächlich von blaugrünen Algen. Unter diesen be- 
finden sich (schwierig, auf sorgfältig ausgewaschenem, mit wässeriger 
Ealiphoaphat-LösuDg getränktem Agar zu isolierende) stickstoft- 
hiudende Arten. Nebenbei sind aber auch stickstoffiiierende Bak- 
terien zugegen, die von den nicht selbst stickstoffbindenden Algen die 
nötigen Kohlen Stoff -Verbindungen beziehen und ihnen im Austausch 
stickstottb altige Nahrung liefern. Werden die Versuche durch 
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Honate und Jahre fortgefiitirt, so entsteht allmählich ähnlicli wie 
in der Natur auf feuchten, Stickstoff armen Sandstellen eine dicke, 
grüne Algeudecke, deren aDBehnlicher Stickstoffgehalt faet aua- 
schliefilich der Luft entstammt. 



XL. Umsetzung mlneraliscber Sabstanzen 
130. Phosphat-LSsung. Leitungswasser -f-27a1^i>ubeii- 
zucker füllt man in kleine Erlen meyer-Kolben, in die vor- 
her etwas Erde und eine kleine Messerspitze voll Di- oder 
Tri-Calcium-Phosphat gebracht wurde. Es wird bei 38" C 
kultiviert. Nachdem die bald eintretende Qärung einige 
Tage gedauert hat, werden Qußkulturen angelegt unter 
Verwendung von BodenextraktrÄgar + ^"/o Traubenzucker. 
Bevor man das geimpfte Agar in die Schalen eingießt, 
bringt man in jede eine geringe Menge zuvor im Trocken- 
schrank (im Reagenzglas) sterilisiertes Di- oder Tri-Calcium- 
Phosphat. Durch Hin- und Her -Neigen wird die gleich- 
mäßig schwach getrübte Phosphat-Platte hergestellt. Die 
bei 38'' C zur Entwicklung kommenden s&urebildenden 
Kolonien lösen das Phosphat und umgeben sich mit einem 
durchscheinenden Hof (ähnlich wie die Milchsäurebakterien 
auf dem Kreideagar, Tafel IH, Abb. 1, S. 82). 

181. EisenhafcterleD. Das Vorhandensein vcn Eisenbakterien 
in WSssem kann dadurch nachgewiesen werden, daß die betreffenden 
"Wasserproben mit 0,05 "/o Eisen-Ammon-Citrat versetzt und in hoher 
Schicht in Reagenzgläseni aufbewahrt werden. Gegebenen Falles 
entstehen nach einiger Zeit gelbliche Häute, Flocken und Absätze 
von Eisenbakterien. Diese sind mikroskopisch zu prüfen. Als 
Nährsubgtrat empfahl H. Molisch eine Gelatine, bereitet aus Torf- 
extrakt (gewonnen durch Auskochen eines Torfziegels) -|- 26 % 



Ifangan- Pepton. 



oliscb, Die Eisenbakterien. Jena 1910. 
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1S3, Scknefelnasserstolf • BildBüg'. Zahlreiche Bakterien' 
Arten bilden in Fleisch bouilton Schwefelwa:;serstoff, wie an einem 
eingehängten Bleiazetat- Papieretreifen erkannt werden kann (vergl. 
§ ()1). Kräftige Entwicklung erhält man, wenn mcn Bouillon mit 
etwas Schwefelblume versetzt und mit Erde, Dünger und dergl. 
impft. Zar raschen Erkennung der beteiligten Bakterien dient die 
{von Beijerinck angegebene) Bleiweißprobe. Das geimpfte 
Fleieohagar (oder Fleiechgelatine) wird in der Petrischale mit Blei- 
karhonat vermiscbti die H,S-bildenden Kolonien umgeben sich mit 
einem brannen Hof. Man kann auch (nach Fromme) Fleisch- 
gelstine mit 3 % Fiaentartrat versetzen, die darch H,S schwarz 
gefärbt wird. 

Literatur: Beijerinck, Centrftibl. f. Bakt, II. Abt., C, 
S. 196; Fromme, Über die Beziehungen des melslliscben Eisen» 
usw., Dis9. med. Marburg 1891. 
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I. Schlfissel znr Bakterieo-Bestimmang 

MicrococcDB Cohn 
Ueiet kreiarnade, zu zweien oder io Hänfen, nie in EetteD 
oder in Paketen gelagerte Zellen. 

A. Auf Gelatine nnd Agar weifi, grau, gelb oder orange 
I. 6elatiue Terflüesigt, Milch koaguliert 

a) Weiß — 'j) hSnfig pathogene Form 

M.pyogmes 7 afMu(Ro8eQb.) Lehm, etNeum. 
^) nicht pathogene Form 

M. aeidi lactie R. Krüger 

b) Gelb — a) hänfig pathogene Form 

M. pyogenes ß «Iren« (PaBset) Lehm, et Neum. 
ß) nicht pathogene Fonn 

M. hileuB Cohn emend. Lehm, et. Neum. 

c) Orange — a) häufig pathogene Form 

M.pyogene« aaureu8(BoBenb.) Lehm, et Neum. 
IL Gelatine nicht verflüssigt, Milch koaguliert 

a} "Weis M. lacli» aeidi Leichm. 

b) Gelb M. laetis aeidi Marpm. 

c) Orange-rGtl ich braun . . . . M. umbilieaius R. Weiß 
III. Gelatine verflüssigt, Milch nicht koaguliert 

a) Weiß M. butyri Keith. 

b) Gelb M. chromofiama Hu6, 

c) Grau'orange if. crtmoidet Zimnerm. 

d) Brauogelb Jf. hadiua Lehm, et Neum. 
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IV. Gektine nicht verflüssigt, Milch nicht koaguliert 

a) Weifl — t) unbeweglich . . . M. eandicam Flügge. 

ß) beweglich . . M. agilis albits Catterina. 

b) Gelb M. eulfureug Zimmerm. 

o) Orange ■ M. aurantiacut Cohn. 

d) BrauDgelb . . . . M. versieolor (Guillebeaa) Lhs. 

e) Durchscheinende, irisierende Auflagen 

M. eoncenlricim Zimmerm. 
T. Starke Seh leim Produktion, besonders in Milch 

a) Gelatiae verflüssigt , . M. Freudenreiehü Guillebean 

b) Gelatine nicht verflüssigt M. pituiU^^arus (Hohl) Lbs, 

B. Auf Gelatine und Agar rosa — kirschrot 

a) unbeweglich M. roseus (Bumm) Lehm, et Neam. 
ß) beweglich M. agilis Ali-Coben. 

C. Auf Gelatine und Agar kobaltblau 

M. eyaneu« (Schröter) Cohn. 

SarciDa Qoodsir 

Meist kreisrunde, bei Züchtung in flüssigen Substraten in 
Warenballen-ähnlichen Paketen gelagerte Zellen. 

A. Auf Gelatine und Agar weiB, grau, gelb oder orange 

a) Weiß — grau. — «) unbeweglich S. alba Ziunierm. 

ß) beweglich, sporenbildend 

S, pidmonum Virchow. 

b) Gelb. ^ «) unbeweglich 

S. lutea Flügge, emend. Lehnt, et Stubenr. 
P) beweglich, sporenbildend 

S. ureae (Beijerinck) Lhs. 

c) Orange S. aurantioea Flügge. 

d) Braungelb S. ftdm Stnbenrath. 

B. Auf Gelatine und Agar rosa — kirschrot 

S. rosea Schröter emend. Zimmerm. 

Streptococeus Billroth 
Runde, lanzettliche bis deutlich kurzstftbcheuförmige, bei 
Züchtnng in flussigen Substraten in Ketten angeordnete Zellen. 
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A. Gelatine nicht verflüssigt 

I. Hilch koatfüliert 

a) Gasbilduag aus Traubenzucker Str. luasUtidis Ouillebeau. 

b) Keine Gasbildung aas Traubenzucker 

a) Zellen rund oder in Scheiben, nicht selten pathogen 
Str. pj/ogenes Rosenb. 
ß) Zellen rund, lanzettlich oder (besonders in Pepton- 
bonillon) deutlich kurzstäbchenfSrniig 

Str. Uielig (Lister) Lhs. 
II. Milch nicht koaguliert 

a) Gasbildung aas Traubenzucker . . Str. Kefir Migula, 

b) Keine GaHbildung aus Traubenzucker 

Str. laetis innoaius Lhs. 
III. Schleimbildnng in Milch . , . Sir. hollandicu» Scholl. 

B. Gelatine vertlüasigt 

a) weißwachsend Str. gracilia (Escherioli) Lehm, et Neom. 

b) gelb bis grüngelb geförbt . Str. coli ftrem Escherich. 

BacteriDDi Cohn einend, Hueppe 
Sporenfreie Stäbchen, meist relativ kurz, zuweilen in Fäden, 
gerade oder (selten) schwach gekrümmt. 

A. Auf Fleisch-Nährböden nicht oder nur kümmerlich 
wachsend. 

1. Lange, unbewegliche Stäbchen , oft deutlich anaerob 

Bael. cawasicum (v. Frendenr.) Lehm, et Neum. 

2. Kurze, zum Teil bewegliche Stäbchen, deutlich aerob 

Bact. radmeola (Beijok.) Prazm. 

B. Auf Fleisch-Nährböden gut wachsend. 

I. Weiß bis grau, zuweilen schwach rbtlich gefärbt. Meist 
keine Verfärbung des Substrats. Selten werden Agar oder 
Gelatine brännlich. 

1. Kolonien rund, gekerbt oder blattartig 
a) Gelatine nicht verflüssigt 
a) unbeweglich 

I. Milch koaguliert, Gasbildung aus Milchzucker 

Bact. acidi lacliet (Hneppe), 

Bact. aSrogines (Escherich) Lehm, et Neum. 
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2. Milch nicht koaguliert. Gasbildung aus Milch- 
ssucker .... Baet. pneumoniae Friedldr. 

3. Hiloh koaguliert. Eeiue Gasbildung aus Uilcb- 
Eucker .... Biet, limbaluvt Harpmann. 

4. Milch nicht koaguliert. Keine Gasbildnug aus 
Milchzucker. Bact. laelis innocuam (Wilde) Lha. 

5. Klüftige Schleimbildung in Milch 

Baet. lactis vUcotum (Adametz) Lehm, et Neum. 
^) beweglich. 

1. Milch koaguliert. Gasbildung aus Milchzucker. 

Boft. coli (Escherich) Lehm, et Neam. 

2. Milch nicht oder langsam (labartig) koaguliert. 
Keine Gasbildung aus Milchzucker 

Baet. radiobacler (Beijck.) Lhs. 
'd. Milch nicht koaguliert. Keine Gasbildung ans 
Milchzucker. Zähhäutige, trockene, stark ranzlige 
Kolonien, denitrifi zierend 

Bact. ÜtuUeri Lehm, et Neum. 
4. Milch nicht koaguliert. Keine Gasbildung naa 
Milchzucker. Eigenartig krümelige Kolonien 
mit bogenartigen Fortsätzen, Die Zellen zeigen 
dentliche Polfärbung; oft Involutions- Formen. 
Starke Schleimbildung in Salpeterlösung. 

Baet. agreste Lhs. 
b) Gelatine verflüssigt 
a) unbeweglich 

Bact. disciformans (Zimmerm.) Lehm, et Menm. 
ß) beweglich 

Bact. puticlalum (Zimmerm.) Lehm, et Neum. 
2. Kolonien mit wnrstfürmig gedrehten, band- oder strahl- 
artigen, mitunter inselartigea Ausläufern 

Bael. vulgare (Häuser) Lehm, et Neum. 
II. Weiß — grau ; Substrat wird grün, blau oder tiefbraun 
verfärbt. 

1. Gelatine verflüssigt, Substrat meist grün, selten braun 
Bact. fiuoreseent (Flügge) Lehm, et Neum, 
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2. Oelatine nicht verflüssigt 

a) Substrat meist grün, selten braun 

Bact. putidum (Flügge) Lehm, et Neum. 

b) Substrat blan bis schwarz 

Bact. syncyaneum (Ebrenbg.) Lehm, et Keum. 
m. Gelb (zum Teil graugelb, grüclicbgelb) bis orange gefärbt 

1. Intensiv grüngelb; sehr kleine, lebhaft bewegliche 
Stäbchen, Gelatine langsam (knglig) verflüssigt 

Bact. iurcomm (Zimmerm.) Lehm, et Neom, 

2. Kräftig zitronen- bis goldgelb 

a) nicht verflüssigend, nicht beweglich 

Btxet, luteum (Flügge) Lehm, et Neum. 

b) verflüssigend, nicht beweglich 

Bact. kelvolum (Zimmerm.) Lehm, et Neum. 

c) verflüssigend, beweglich 

Bad. herUcola Burri et Dfiggeli. 
" 3. Zitronengelb mit roter Verfärbung des Substrats 

Bael. erylhrogene» (Gi'otenf.) Lehm, et Neum. 

4. Gelblichweifl bis dottergelb oder grauorange, selten bis 
bräunlichgelb wechselnd 

a) nicht verflüssigend, nicht beweglich 

Bact. cranoidee Lehm, et Nenm. 

b) verflüssigend, nicht beweglich 

Bact nubiliimi Lehm, et Neom. 

c) verflüssigend, beweglich 

Bact. oehraceum (Zinimerm.) Lehm, et Nenm. 

5. Gelb, orange bis ziegelrot 

a) unbeweglich Bact. fulimm (Zimmerm.) Lehm, et Neum. 

b) beweglich Bact. dtrytogloia Zopf. 

IV. Eosarot, karmin, rostrot bis braunrot gefärbt 

a) nicht verflüssigend, nicht beweglich 

Bact. latericium (Adametz) Lehm, et Neum. 
b} nicht verflüssigend, beweglichiiac(.0)uiorrf»(EuB)Lh8. 

c) verflüssigend, beweglich 

Bact. prodigiosum (Ehrenbg.) Lehm, et Neum. 
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V". Blau bis violett gefärbt 

1. violett . ßact. violaixum (Schröter) Lehm, et Neum. 

2. indigoblaa Baet, indigonaceum (ClaeBsen) Lehm, et Neum. 

3. himmelblau hia blaugriln 

Bact. eaeraleum (Voges) Lehm, et Heum. 

Baclllns Cuhn emcnd. Hueppe. 
Sporenbild eil de, gerade StSbche», oft vod beträchtlicher Größe. 
. Auf FleisclinShrbäden nicht oder nar kümmerlich 

I. Aerob. Harnstoff zersetzend B. Pasieurii (Miquel) Migula. 
II. Ana^rob. Zellulose zersetzend 

1. Wasserst oftbildend 

B. fermentaiionis cellulosae Omelianski. 

2. Methanbitdend . . B. melhanigenes Lehm, et Neum. 
Auf FleischnährbSden agrob meist gut gedeihend. 

I. Gelatinestich mit Ästchen besetzt 

1. Zarte, wurzelartige Ausläufer; langsam beweglich 
B. mycoides Flügge. 

3. Haarartige, wolkenartig zusammenlaufende Ausläufer; 
lebhaft beweglich B. g^aericus A. Meyer et Neide, 

8. Äatcheu sehr kurz; unbeweglich B. Ellenbachetnis Caroo. 
II. Gelatinestich ohne Ästcbeu 

1. Kartottelkultur dünn, durchscheinend B. lumeseem Zopt. 

2. Kariflffelkultur rein weitt, erhaben B. oxalatieas Zopf, 

3. Kartoffel kultur weifigrau, flach, mehlig bestäubt 

B. «MÖüto Cohn. 

4. Kartoffel kultur cremefarbig bis rötlich, schleimig (ähn- 
lich Bact. pneumoniae) B. pumüus A. M. et Gottheil. 

5. Kartoffelkultur gelblich -bräunlich (ähnlich Bact. coli), 
a) Langsam beweglich 

a) auf Gelatine und Agar Subtilis- ähnlich 

B. Megakrium De Bary. 

S) gelbgefärbt, Agar wird braun, Gelatine kuglig 

vertlüasigt . . B. petasite» A. M. et Gottheil. 
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b) Lebhaft beweglich 

a) auf Gelatioe uod Agar grau, durch schein ead ; sehr 
große Sporen . B. aalerosporus (A. M.) Migula. 
fi) gelh, kleine Stäbchen mit zylindrischen Sporen 
B. parvu» A. M. et Neide. 
Y) gelb bis dunkelrotbrann, Agar schwarzbraun ver- 
färbt, Sporen elliptisch B. sitvaticas A. JI. et Neide. 
6. Kartoff elkohur mit faltigen Erhebungen 

a) weiß-grau . . . B. mesenUricus vulgatus Flügge. 

b) gelblich .... -B. mesentericuii fusciu Flügge. 

c) rosa-rotbraun . . . B. mesenterieua ruber Globig. 

d) grau blau- braunschwarz B. me»entericu» niger Lunt 
C. Obligat anaeroh. Auf Fleischuährböden gut wachsend. 

1. Kräftig Eiweifi zersetzend; keine Buttersäure bildend. 
Stäbchen mit Sporen meist in Plektridien-Form 

B. putrificug Bienstock. 

2. Eiweiß zersetzend und Buttersäure bildend. Stäbchen 
mit Sporen meist in Plektridien-Form 

B. parapulrificu» Bienstock. 

3. Buttersäure bildend, nicht Eiweiß zersetzend. Stäbchen 
mit Sporen meist in Clostridien-Form 

B. amytobaeter van Tieghem emend. A. M. etBredemann. 

a) beweglich B. amylciacUr vor. tnobüis. 

b) unbeweglich . . . B. amglobaeter var, immobilü. 

4. Lange, schlanke, borsten- bis steck n ad eiförmige Stäbchen ; 
von den Abbau produkten des B. putrificus lebend. 

B. poelufiitis Heim. 



II, Demoiistrations-Experlmente 

Da die Form der Bakterien sowohl für die Erkennung der 
Art wie namentlich für die landwirtschaftlich allein bedeutungs- 
volle Leistung der Mikroorganismen von sehr nntergeordneter 
Bedeutung ist, so erscheint speziell für Demoustrationsz wecke ein 
Mikroskop als durchaus entbehrlich, ganz abgesehen von dem 
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Kostenpunkt and dem bereehligten Bedenken, ungeübten Beobachtern 
ein Eo wertvolles Instrument in die Hand zu g-eben. Einige gute 
Abbildungen genügen vollauf, wenn man sieh nicht darauf be- 
schrSnken will, die drei Grundformen an einer Billardkugel, einer 
Wurst (oder einen Lampen Zylinder) und an einen Eorkzieher za 
demonstrieren. 

Für die Versuche sind im allgemeinen etwas größere Ge- 
f&Be, als sie sonst benutzt werden, empfehlenswert. An Stelle der 
gewöhnlichen Petrischalen (von 10 cm Durchmesser) verwendet man. 
zweckmäßig ca. 12 — 15 cm im Durchmesser haltende Doppelechalen. 
Ebenso treten an Stelle der 50-ocm-Erlenaieyer-Kolhen solche von 
300— 500ccm Inhalt oder größere Rundkolhen (von 1 — 2 Liter In- 
halt). Auch für die Reagenzglas-Knltnten sind genügend groBe 
Gläser (ca. 25 X 220 mm) zu wühlen, die am besten in Schaukästen 
unterzubringen sind (vergl. Anhang III). 

Verbreitung, Entwicklnug ond Eigenschaflen der Bak- 
terien. Der Keimgehalt von Lntt, Wasser, Milch, Bntter, Käse, 
Stallmist und Boden kann nach §§ 16, 20, 50, 75, 80, 80 und 107 
nachgewiesen werden. 

Die entweder von solchen GuBknlturen (nach g 21) isolierten 
oder direkt von einem bakteriologischen Laboratorium bezogenen 
Reinkulturen der häufigsten Bakterien (weifie und gelbe Mikro- 
kokken aus Luft oder Milch, Flnoreszenten, Heu-, Eartoffelbazillen 
08w.) Bind auf die Standard-Nährböden an übertragen {§§ 29—31). 
Gut entwickelte Kulturen können nach den im Anhange XII folgenden 
Angaben konservieri werden. 

Die Henbakterien eigneo sich aubgezeichnet zur Demonstra- 
tion der Kochtestigkeit der Bakterien-Sporen (vergl. § ;)8), die 
Bnttersäurebakterien in der faulenden Kartoffel zum Nach- 
weis des Vorhandenseins luftschener Mikroorganismen (§§ 40, 41). 

Wegen des für agrikultur- bakteriologische Versuche in den 
verschiedensten Richtungen ungemein fruchtbaren Prinzips der An- 
häufungsversuche s. § 46. 

Milchbakterlolojle. Die für die bakteriologische Milch- 
prüfung in erster Linie in Betracht kommenden Methoden (GuB- 
knlturen, Sohlend erprobe, Reduktase- und Katalaseprobe, Koch- und 
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Alkoholprobe, Milch- und Labg&rprobeo) worden ia §g 50—56 be- 
spronheu. Besondere BerückBichtigaDg verdient das auf den Ans- 
8tellDng«n der „Deutaehen LandwirtschaftB - Geeellicbaft" übliche 
Hilcbprüfangs-Yerfabren (b. § 56, Lit.), Führt maa die Eatalaae- 
probe mit derselben Milch nach Terschieden langer AutbewabrongB- 
dauer aaa, so kann die in der Milch vor sich gehende Keim- 
vermehrnng deutlich sichtbar gemacht werden. (DaS fast alle 
lebenden Zeilen Wasseratoff-Superoryd zerlegen, läßt sich mit Hilfe 
4es Perbydrot-Uimd Wassers aebr anachaolich deuonstrieren). 

Von hervorragender praktischer Bedentang ist der Nachweis 
-von Fremdintektionen nach § 57. 

Die Tätigkeit der säurebildenden und der kfiaestoff- 
lEtsenden Milchbakterien ist anter Benatzung der in §g 00 und 63 
angegebenen Methoden beaondera schün eu erkennen. Schleim- 
bildner können nach § 06 angehäuft werden. §g 71— TS anter- 
riobten über das abnorme Verhalten arbitzter Milch, sowie über 
-die VnmSglichkeit, Milch sicher zn Bterilisieren. 

DSnger- nnd Boden - Bakteriologie. In Verbindung mit 
äuBknltnren (§§89 und 107) aindVeraucbe über CO, -Entwicklung 
(Atmungs versuche) recht instruktiv (vergl. §§ 05 und 109). Die 
starke Oasentwickinng im lagernden Mist ist an dem in einer fest- 
verschloasenen Flasche befindlichen Mnterial ohne weiteres zu er- 
lennen. Wegen der verschiedenen Möglichkeiten der Pektin- uud 
uamentlichderZellniose-Zersetzangvergl. §§91, 92, 111 und 112. 

Von den Versuchen über Ammoniakbildung aus organischen 
Handelsdüngern, aus Harnstoff und aus Cjanamid (§§ 97, 117, IIB, 
120) geben besonders die beiden zuerst genannten sehr anschauliche 
Kesultate. Die Nitrifikation {§ 100) iat dadurch interessant, dafi 
trotz kaom sichtbarer Entwicklung doch eine recht lebhafte Um- 
aetzang stattßndet. Die Denitrifikation (g 101) wird zweck- 
mSfiig sowohl in hoher wie in flacher Schicht (Reagenzglas nnd 
Flrlenmeyer-Eolbeu) angesetzt; man kann dann zeigen, daß sie nur 
bei weitgehendem Luftabschluß lebhaft wird, mithin im gut durch- 
läftetem Ackerboden keine erhebliche Rolle zu spielen vermag. 

Die Knöllchenbakterien sind nach dem in § 125 an- 
gegebenen Verfahren relativ leicht rein zu erbalten. Zar Demonstra- 

Lühnii, Pl&klikuiu. 10 
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tion der Bskteriea-Ansiedelun|;en in den Wurzel kuSUchea eignen 
Ücll Lupinen wurzeln meist t,m besten. Wegen Inf ektiona versuchen 
-veigl. § 126. Die Azotobakter-Anhäufung (g 127) kann außer 
in mit Erde geimpfter MannitlBsnag auch auf den mit dieser Läsung 
getrtlnkten, oben mit ein klein wenig Erde bestreuten Gipsplatten 
vorgenommen werden. Die gleichzeitige Prüfung mehrerer Boden- 
proben (Lehm, Sand, Moor usw.) jjibt oft auffallend verschieden» 
Büder. 

Zum Nachweis der Phosphat tösung sind Dicatciumphosphat- 
PUtten (g 130), zur Demonstration der Schwefelwasserstoff- 
Bildung durch Bakterien die Bleiweifiprobe (§ 182) beconders ge- 
eignet. 

Impfi man die hauptsächlich in Betracht kommenden Lösungen,' 
diese zum Teil in flacher und in hoher Schicht, gleichzeitig mit 
derselben Erde und blilt man die einander entsprechenden Versuchs- 
gefSSe' bei verschiedenen Temperaturen, so kann man in über- 
zeugender Weise dartun, daB zahlreiche verschiedene, eventnell ein- 
ander direkt entgegenarbeitende Omppen von Mikroorganismen im 
Boden nebeneinander vorhanden sind, dafi es aber vor allem von 
den physikalischen and chemischen EinflügBen(Bearbeitnng, Düngung 
und Besatzung des Bodens) abhängt, ob und in welchem Urning» 
die Bakterien -Tätigkeit jeweils zur Entfaltung kommt 

lU. Uerstellnng Ton Daaerpräparaten 

Am schänstcn präsentieren sich die Bakterien knlturen im all- 
gemeinen im frischen Znstande. Doch fallen auch die Daner- 
präparate oft recht befriedigend aus; für viele Fälle ist das Vor- 
handensein einer solchen bakteriologischen Sammlung kaum zu 
entbehren. Von Krals bakteriologischem Laboratorium {s. An- 
hang V) können Dauerprä parate käuflich erworben werden; sie 
sind allerdings nicht billig. 

Bei der Herstellung halte man sich an folgende Regeln: GuS- 
kulturen in Petrischalen konserviert mau in der Weise, daB man 
nach Abheben der Deckel schale den das Substrat enthaltenden 
Unterteil mittels Plastilin luftdicht auf eine sterilisierte Glasplatt« 
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aufkittet. Hehrere nebcDeinander placierte Schalen überdeckt mao 
mit einer zweiten Glasscheiba und gibt, dem Ganzen durch Ad- 
bringen eines einfachen Eolzrahmeus Eaatenform. Handelt ea sich 
Um Gelatineplatteu, bo ist ein vorheriges Abtöten der Kolonien 
meist nicht zo umgehen, besonders dann nicht, wenn verflüssigende 
Bakterien in Frage kommen. Zu diesem Zwecke legt man in den 
Deckel der (umgekehrten) Fetrischaie ein Stuck Filtrierpapier, das 
man mit Formalin tränkt. Die entstehenden Formaldehyd-Dämpfe 
iMen die Bakterien nicht nur, swulem bringen meist (docli nicht 
bei allen Arten) auch die verflüssigte Gelatine wieder zum Er- 
starren; diese behSlt jedoch ihr Anaehen (als ob sie nooh fliuaug 
wäre) unverändert bei. Leider verblasBen aber die Farben gleich- 
zeitig sehr und die Platte wird oft, besonders wenn man das 
Formalin zu lange einwirken läßt, anoh durch zu weitgehendes 
Austrocknen unansehnlich. Soweit dies möglich ist (speziell bei 
Agar-Flatten) vermeidet mftn deshalb lieber die Formalin -Behand- 
lung und nimmt nur das Festkitten vor, am besten schon etwas 
bevor der Höhepunkt in der Entwicklung erreicht wurde. 

Sehr schöne und gut haltbare SemoDstrations- Objekte erzielt 
man, wenn man die (nach § 28) in Soyka-Fl&schchen angelegten 
Biesenkolonien in der Weise konserviert, daß man den Watte- 
stopfen abbrennt, ihn ein kleines Stuck in den Hals hineinschiebt 
und diesen durch ÄufgieBen von Pech, das man in einer Porzellan- 
schale zum Schmelzen brachte, luftdicht verschließt'). Uehrere 
Solcher Flfischchen kann man dann, in länglichen Holzklötzchen 
nebeneinander montieren, indem man die Hälse ü entsprechende 
Ansbohmngen einst^kt, mit etwas Watte feststopft nnd an der 
einen Längsseite des Holzklötzchens die entsprechenden Etiketten 
anbringt (eventuelt so, daß sie leicht ansgeweidiBelt werden können). 

Bei Reagenzglaskulturen verfährt mau in entsprechender 
Weise. Nnr bei in lebhafter Verflüssigung begriffenen Gelatine- 
kulturen wird man Formalin, mit dem der Wattestopfen schwach 
zu befeuchten ist, nicht entbehren können. Im übrigen gibt auch 

') Etwa entstandene Pechflecken ktbnen mittels Xylol leirht 
entfernt werden. 
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hier rechtzeitigBr, luftdicliter ÄbachluS mittels Peoh die günatigHten 
Besultftte. Znr DemonBtratioD sind (für je 6 Qläser berechoet«) 
SchaokiUtei] sehr geeignet, die oben nnd nnten entsprechende Ana- 
bobrnngen (wie die BeageDxglaageatelle) beaitien , vorn und 
hinten dnrch ftlatpUtten und oben dorch einen Schiebedeckel ge- 
Mhloiseo lind. An der einen Seite lind EinsteckQFfnungen für 
Etiketten Torznsehen. 

Onte DAaerprIipBrate liefern auch die Milch- nnd besonders 
die Lftbgärproben, Jene aind oach AofgieBen von ein wenig 
Formalin luftdicht m verschliefen. Die Eäschen werden dsgegen 
durch Einlegen in sbsolnten Alkohol (während einiger Wochen) 
gehärtet. Dann kann man daraus aehr schöne Schnittpräparate 
anfertigen, die in Alkohol oder Formalin- Wasser safznbewahren aind. 



IV. Laboratoriams-EinrichtuDg 

Über Apparate und Inatrnniente wurde im Kapitell das 
Wichtigste mitgeteilt. Dort wnrde auch bereits betont, dsB in 
vielen FlUen einfache, mit einigem Geschick zustande gebrachte 
Improviaationen vollauf genügen. Wegen der für Demonstrations« 
versuche bentttigten grtiSeren Flaschen, Qipspiatten uair. vergl. 
Anhang II. Gummi achlSuche, Thermometer, Thermoregulatoren, 
Porzeil anscbaleu und sonstige LaboratoriumB-Bedürfniaae müssen 
natürlich ebenfalls, je ua^b der Ausdehnung der geplanten Arbeiten, 
Turhanden aeiu. Als Wagen genügen für die meisten Fälle, speziell 
auch für das Abwiegen der zur Bereitung der Nährlösungen er- 
forderlichen Snbstanzm engen, solche einfachster Eonstmktion (z. B. 
die kleinen Kram er Handwagen mit Horoschaten), 

Die Fenster des Laboratoriums sollen, wenn irgend mGglicb, 
nach Norden gelegen sein. Das Vorhandensein eines Absngs für 
den Dampftopf ist erwünscht. Desgleichen erweist sich ein Eis- 
Bchrank speziell für die Sommermonate oft recht nützlich. AuSer 
dem Mikroskop iertiscb sollte ein besonderer Tisch (für Kochen usw.) 
und, wenn irgend möglieb, auch ein Aufwascbliscb verfügbu sein. 

Am Uikroakopiertiach ist der Sitzplatz (in etwa 1—1,20 m 
Länge) von allen Kästen usw. freizuhalten (vergl. Abb. 8auf S. II). 
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Die seitlich aDgeerdnsten SchnbkäBten (für das gesunt« Arheits- 
Hftterial) and der Mikroskop-Schrank könnea zwecks Rautnerspanii« 
erentaell rechtwinklig tarn SitzplatE ta stehen kommeo. Di« Breite 
des Tisches ist sweckmlßig aaf 60— 70 cm so bemessen; die Bnt- 
ftTDOng vom Fenster soll 1 tn nicht äb«richr«iten. Aii Mikro- 
skopierstnh] genügt ein einfacher dreibeinigw Scbemei von an- 
gemessener Hähe vollkommen. 

Ein Schrank dient zam staubfreien Aufbewahren der Glas- 
gertltschaften new. AuBerdem sind einige Beg&le an passenden 
Stellen für Chemikalien, TGpfe, Reagenzglas -G«stelle nsw. anzu- 
bringen (Tiefenmafie 30—30 cm, Abstände der Zwischenbretter, je 
nach der Verwendung, 20— 32 cm), 

Vax Tische nnd Regale bat sich folgende (von Wortmann an- 
gegebene) Beize ausgezeichnet bewährt: 

Lösnng I LSsnag II 

100 g Knpfersnlfat 100 g salzsaares Anilin 

50 g chlorsanres Kali 40 g Cblorammoninm 

615 ccm Wasser 615 ccm Wasser. 

Beide Lösnngen werden dreimal wechselsweiae aufgetragen ; iwiachen- 

dnrch mnfi das Holz jedesmal zunächst wieder trocken werden. 

Znletzt nimmt man die grünliche, mififarbige Schicht mit lanwarmem 

Wasaer weg; nach erfolgtem Trocknen wird ein wenig gekochtes 

Leinül mittels eines Läppchens eingerieben und der Tisch zuletst 

mit Wasser und Seife abgewaechen. Das Holz nimmt bei dieser 

Behandlung eine gleichmäSig schwarze Farbe an und wird sehr 

widerstandsfähig gegen Säuren und Langen. 

ninstrierte Beschreibungen grGfierer bakteriologischer Labo- 
ratorien finden sich in folgenden Arbeiten: 

Aderbold, Die Kaiserl. Biologische Anstalt für Land- und 
Forstwirtschaft in Dahlem, Dtsche. landw. Presse 1905, S. 6T3 und 
HitL a. d. Biolog. Reich sanstalt, Heft 1, 1906; 

V. Freudenreich, Das bakteriologische Laboratorium der 
schweizerischen landw. Versnchsan stalten Liebefeld-Bern, Centralbl. 
f. Bakt., IL Abt., 18, S. 631; 

EnoU nnd Kornauth, Die E. E. landw. -bakteriologische 
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nnd fflanzenschutz - Station in Wien, Zeitschr. f. <1. laodw. Yers.>- 
WeMn in Osterreich, 1902, S. 697 ; ' 

L. RnBseli, Desoription of the laboratories iu agrionltoral 
bacteriology, Ann. Rep. WisconsiD Agric. Exp. -Station, 31, S. 368; 

Wehmer, Das Laboratorinm fär technische Bakteriologie an 
der Techn. Hochschnle Hannover, Cenb'albl. f. Bakt., II. Abt., 2Ö, 
S. 667. 

V. Bezagsquellen 

Neben den kleinaren, den örtlichen Bedarf deckenden Glas* 
waren-, Drogenhandlungen usw., kommen hauptsächlich folgende 
größere Firmen in Betracht: Paul AltmAnn, Berlin NW, Laisen- 
Str. 47 (Apparate und Gerätschaften); Dr. G. Grübler & Co., 
Leipzig, Liehigstr. Ih (Farben, Reageatien usw. fnr Hikroakopie); 
Fr. Hugerahoft, Leipzig, Carolinenstr. 13 (Gerätschaften, 
speziell Zentrifugen und Scbleuderglä sehen zur Milch-Leukozjrten- 
Probe); Krals Bakteriologisches Laboratorium, Prag I, Kleiner 
Ring 11 (Eeinkulturen, Dauerpräparate, Mikrophotogramme); F. und 
M. Lautenschläger, Berlin N 39, Chausaeestr. 92 (Apparate, 
Geräte usw.); E. Leitz, Optische Werkstätte, Wetzlar (Mikroskope); 
E. Merck, Chem. Fabrik, Darmstadt (Chemikalien, speziell für 
vergleichende Untersuchungen in fast allen grSfieren Laboratorien 
der Welt benutzt); Dr. ßbb. Muencke, Berlin NW 6, Luisen- 
Btr. 58 (Apparate, Geräte usw.); C. Reichert, Wien VIII, Benno- 
gasse 24-26 (Mikroskope); Dr. Herrn. Roh rheck Nachf., BerlinNW, 
Karlatr. 20a (Apparate, Geräte usw.); F. Sartorius, Göttingen 
(Wagen. Brutschränke); W. und H. Seibert, Optisches Institut, 
Wetzlar (Mikroskope); Vereinigte Fabriken für Lab Oratorium s- 
bedarf, G. m. b. H., Berlin N 39, Scharnhorststr. 22 (Apparate, 
Geräte usw.); M. Wallach Nachf., Cassel (Apparate und Geräte); 
Carl Zeiß, Optische Werkstätte, Jena (Mikroskope). 
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lief-, 122. 
SchUimbildang 88. 
Sohnittpripante dea EUmb 97. 
Schättelknltur &D. 
Schwefelwasserstoff 49, 136. 
SicherheitsbrennBr 7. 
Silbernitrat 27. 
SoykB-Fl&sehcheB 46 f. 
Sporen 52—57, 
SproBpih« 31' S^> 10^- 
. StSrke-Agar 116. 
StaUnfr, Eeimgehalt 36, 80, 93. 
Stallmis^EIt^&kt-Näh^bedeIll04. 
Sterilisier- Apparate 5—7. 
Sterilisieren der Hände 66. 

— der Nährböden 21—24. 

— der Samen 132. 

— diskoDtinnierltohea 2t. 
Stichknltur 48. 

Stickstoff -Bindnng 132-134. 



Streptoi 

— gracilis 139. 

— hollandicoB 

— Kefir 139. 

— laotis 84, la 



coli brevis 1 



StreptocDccns mastitidiB 189. 

— pyogenes 189. 

Streptokokken 74, 84, 99. 

Striclikiiltaren 47. 

Stroh, Denitrifikation 115. 

Succiuate, VergUrong 101. 

Symbiose 67. 

Thermophile Hikroorganismen 

110. 
Thermostat 7. 
Tisch-Beiie 149. 
Torfestrakt-Oelatine 136. 
Tranbenzacker 20, 48, 50, 134, 
Trockenscbrank 5. 
Trommedorffsche Probe 78. 
Tropfen, hängender 42-44. 
Tascbe-Ansstrichpraparate 41 f. 
Tnaebepunkt-Rnltar 69. 
Tyrothrii 101. 

Terdünnungs verfahren 31, 68. 
Wasser, Kein3gehalt30— 32, 81. 
Wasaerstoff-BilduDg 109 f. 

Oiydation 123. 

Wasserstoff-Snperaiyd 76, 91. 
Watte 12, 20. 
Würze-Agar 103, 108. 
Zählen der Bakterien 27 f., 106. 
Zellulose-Zersetsung 108, 122. 
Zacker, Gasbildang 50, 109, 121. 
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Verlag von Gsbrüder Borntraeger in Berlin 

W 35 SohSneberger Ufer 12a 



Bibliothek für naturwissenschaftliciie Praxis, 

herausgegeben von Dr. W. Wächter. 

Bd. I: Praxis der Linsenoptik in einfachen Versnchen 
zur Erläuterung und Prttfting optischer Instrumente 
von Dr. Wilhelm Volliniann. Mit 36 Textabbildungen 
u. 4 Tafeln. Tasehenbucbformat. Geb. 3 Mk. 50 Pfg. 

Bd. n: Anleitung zum pralitischen Studium niederer 
Tiere von Dr. W. Schleip. Mit 56 Textabbildungen. 
Taschenbuchformat. Gebunden 3 Mk. 50 Pfg. 

Bd. III: Die pralltische Bodenuntersuchung von Prof. 
E. Heine. Mit 25 Textabbildungen und einer geo- 
logisch-agronomischen Karte. Taschenbuchformat. 
Giebunden ca. 4 Mk. 

Unter der Presse: 
Bd. IV: Praktiicum der experimentellen Mineralogie 
und Kristallographie von Prof. Dr. Sommerfeldt 



Ausführliche Prospakto gratis und franko 
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Verlag von Gebrüder Borntraeger in Berlin 
W 35 SohöoeberBsr Ufer 12a 

Botanisches mikroskopisches Praktikum 

für Anfänger von Prof. Or. H. Möbius. Zweite 
veränderte Auflage. Mit 15 AbbildungelT Ge- 
bunden 3 Mk. 20 Pfg. 

Die Bedeutung der Reinkultur. 

Eine Literaturstudie von Dr. Oswald Richter, Privat- 
dozenten und Assistenten am Pflanzenphysiologi- 
siilien Institut der deutschen Universität in Pra^. 
Mit drei Textfiguren. Geheftet 4 Mk. 40 Pfg. 

Die Beschädigung der Vegetation durch Rauch 

Handbuch zur Erkennung und Beurteilung von Rauch- 
schäden von Dr. E. HaselhofT, Vorsteher der land- 
wirtschaftlichen Versuchsstation in Marburg i, H., 
und Prof. Dr. fi. Lindau, Privatdozent der Botanik 
und Kustos am Kgl. Botan. Garten in Berlin. Mt 
27 Textabbildungen. Großoktav. Broschiert 10 Mk., 
gebunden 1 1 Mk. 

Das Problem der Befruchtungsvorgänge 

und andere cytologische Fragen von Prof. Dr. 
B. Nimec, Vorstand des pflanzenphysiologischen 
Institutes der k. k. böhmischen Universität Prag. 
Mit 119 Abbildungen im Text und 5 lithographi- 
schen Doppeltafeln. Geheftet 20 Mk., gebunden 
23 Mk. .-iO Pfg. 

Studien über die Regeneration 

von Prof. Or. B. Nimec. Mit 180 TextabbUdungeo. 
Geheftet 9 Mk. 50 Pfg., gebunden 11 Mk. 50 Pfg. 

Ausführliche Proipekte gratis und franko 
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Verlag von Gebrüder Borntraeger in Berlin 

W 35 SchSneberper Ufer 12a 



Einführung in die Mykologie der Nalirungs- 

mittelgewerbe toq Professor Dr. Alexander 
Kossowicz, Privatdozent an der Technischen Hoch- 
schule in Wien, Mit 21 Abbildnngea im Text 
und auf Tafeln. Gebunden <;a. 5 Mk. 

Dieser Leitfaden enthält in gedrängter übersichüieher 
Darst^lung die Methoden der mykologiichen Untersuchung 
der Nahrangamätel unter Sinweia auf die ■iiiichligilen oi» 
Ifahrungsmitteberietser in BelraM kommenden IKlz- 
gruppen. Behandelt werden die Bakteriologie des Motkerei- 
loesens (Butter, MSch, Käse), die Zersetzung und Halt- 
barmachung von Fleisch, Obst,. Oemüse, die Sfyhologie der 
Bäckerei, der ZuckerfabrikaHon und der Tierfultermittel 
unter besonderer Berücksichtigung der neuesten ein- 
schlägigen Literatur. 

In Vorbereitung befindet sieh: 

Einführung in die Myltoiogie der Genussmittel 
und in die Gärungsphysiologie von Pro- 
fessor Dr. A. Kossowicz. Mit vielen Textabbildungen 
und zwei Tafeln. Geheftet ca. 5 Mk. 

Inhalt: Mykologie der Brauerei, der Brennerei, der 
Rumfabrikation , Preßhefefabrikatiort , der Weinbereifung, 
Champagnerfabrikation, der Essigfabrikation, Senffabri- 
kation, der Kaffee-, Tee-, Kakaogärung und der Tdbak- 
fermentation. 

Ausrabrliche Prospekte gratia und franko 
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Verlag von Gebrüder Borntraeger in 

W 35 Sohömberger Uhr 12« 



Handbuch 

der 

landwirtschaftlichen Bakteriologie 

von 

Dr. F. Löhnis 

PrivfttdozeDt an der UniverBität Leipzig 
XII, 907 Seiten. Groaeohtav. Geheftet 36 Mk. 
w m Solid in Halbfranz gebunden 41 Mk. * « 

Wtnn man so liberilickt, was in den 907 Seiten 
da Werkte in mühtamer, gewiß jahrelanger ArbeU 
iMiammengetragen, krUiach gelichtet und geordnet 
wurde, 10 erkennt man ertl die Bieienarbeit, dit hier 
geleistet wurde. Was bisher m tmiähligen Werken 
leratreut war and viozu man, um e» m finden, oft 
lange Zeit brauchte, ist hier uiie auf einem Prüaentier- 
feller, vor einem autgebreitet. Nicht vergetsen dürfen 
die reichhaltigen und genauen Literaturangaben tcerden, 
welche das Suchen naeh einer btllimmttn ArbeU 
tiie$entlich erteiehlera. Die ÜbeniMUchkeä ist in 
dieiem großen Werke ao gut, daß aith selbst ein Laie 
leicht surecht finden könnte. Wenn auch der höhere, 
jedoch gewiß nicht su hoch gegriffene Preis die An- 
sehafftmg dieses Werket nicht jedermann ermöglicht, 
>o ijil doeh zu «Hinsehen, daß dies vorzügliche JBand~ 
buch die mBgliehst vreUgehendsle Verbreitung in land- 
wirlaehaftlichen Kreisen finden mSge. 

Autflihrllohe Proipekta gratis und franko 

D,g,l,..cbyGOOglC 



byGooglc 



byGooglc 



byGooglc 



byGooglc 



